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1 UVOD 
 
Krom je 24. najbolj razširjen element v zemeljski skorji. Nahaja se v kamninah, zemlji, 
vulkanskem prahu in plinih. V zemlji je njegova povprečna koncentracija okoli 100 mg/kg. 
V okolju se krom pojavlja v različnih spojinah, od katerih so termodinamsko najbolj 
stabilne trivalentne (Cr(III)) in šestvalentne (Cr(VI)) kemijske zvrsti kroma. V naravi so 
najbolj pogoste Cr(III) spojine, ki so v glavnem težko topne in relativno nemobilne. 
Spojine Cr(VI) so v glavnem zelo topne in v okolju zelo mobilne. Strupenost in biološka 
dostopnost kromovih  spojin sta v živih organizmih povezani s kemijskimi zvrstmi 
(specijami), v katerih se krom nahaja. Spojine Cr(III) so esencialne pri presnovi sladkorjev 
in maščob, medtem ko so vse spojine Cr(VI) izjemno strupene (karcinogene, mutagene in 
povzročajo kožne dermatitise) (Langård in Costa, 2007). 
 
Cr(VI) je bolj stabilen pri alkalnih kot kislih vrednostih pH. Cr(VI) hitro reagira z naravno 
prisotnimi reducenti (elektron donorji) kot so ioni Fe
2+
 in S
2-
 ter organska snov (spojine na 
osnovi ogljika naravnega ali antropogenega izvora), redukcija pa lahko poteka tudi z 
mikroorganizmi. Ker je redoks potencial para Cr(VI)/Cr(III) visok, so edini možni 
oksidanti v naravnem okolju, ki lahko oksidirajo Cr(III) v Cr(VI), manganovi štirivalentni 
oksidi (Mn(IV)). Oksidacija z Mn(IV) oksidi je kinetično 10-krat počasnejši proces kot 
redukcija Cr(VI) v Cr(III). 
 
Zaradi rabe v številnih industrijskih panogah kot so metalurška industrija, jeklarstvo,  
strojenje usnja, galvanski obrati, sredstva za zaščito lesa, avtomobilska industrija, 
steklarstvo, proizvodnja pigmentov, se krom v okolju pogosto pojavlja kot onesnažilo. Kot 
posledica intenzivne rabe v industrijskih procesih, nastajajo velike količine odpadkov 
bogatih s kromom, ki prav tako obremenjujejo okolje (Ščančar in Milačič, 2011). V 
Sloveniji smo v osemdesetih letih prejšnjega stoletja imeli pet usnjarn, ki so za strojenje 
usnja uporabljale soli Cr(III). Pri strojenju so nastale velike količine odpadnih materialov, 
ki so jih deponirali na industrijskih odlagališčih odpadkov. V devetdesetih letih prejšnjega 
stoletja so vse usnjarne, razen Industrije usnja Vrhnika prenehale z delovanjem, slednja pa 
je zaključila svojo proizvodnjo decembra 2008. 
 
Izcedne vode iz deponij usnjarskih odpadkov še vedno vsebujejo visoke koncentracije 
Cr(III). Čeprav visoke koncentracije Cr(III) lahko obremenjujejo okolje, predstavljajo že 
zelo nizke koncentracije strupenega Cr(VI) okoljski in zdravstveni problem. Prisotnost 
višjih koncentracij Cr(VI) lahko inhibira delovanje nitrifikacijskih bakterij v čistilnih 
napravah (ČN) (Novotnik in sod., 2014), Cr(VI), ki je v okolju zelo mobilen se lahko 
sprosti v vodotoke, kjer ogroža vodno favno in floro, lahko pa zaide tudi v podtalnico in s 
tem onesnaži pitno vodo. Da preprečimo negativne vplive Cr(VI) na okolje in živa bitja, je 
potrebno Cr(VI) reducirati in ga spremeniti v bistveno manj strupeno zvrst Cr(III). 
Zemljine in odpadke, ki vsebujejo Cr(VI) lahko remediiramo z različnimi kemijskimi 
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reducenti kot sta Fe
2+
, S
2-
 ali naravnimi reducenti, kot je organska snov (Ščančar in 
Milačič, 2014). Cr(VI) lahko remediiramo tudi z nanodelci ničvalentnega železa (nZVI) 
(Němeček in sod., 2014), uspešne remediacije pa lahko dosežemo tudi z mikroorganizmi 
(Chandhuru in sod., 2012; Rida in sod., 2012; Zhang in sod., 2013; Focardi in sod., 2013). 
Da bi bili mikroorganizmi sposobni redukcije višjih koncentracij Cr(VI) jih je potrebno 
obogatiti. Združbo, ki je sposobna reducirat Cr(VI) lahko najdemo tudi v izcednih vodah iz 
odlagališč odpadkov iz usnjarske industrije (Ilias in sod., 2011). Zaradi nekontroliranih 
izpustov Cr(VI) iz industrijskih dejavnosti, lahko pride na ČN do inhibicije nitrifikacijskih 
bakterij (Novotnik in sod., 2014), kar posledično povzroči ustavitev delovanja ČN. Da bi 
preprečili tovrstne dogodke, je potrebno kontrolirati vsebnost Cr(VI) pred vtokom na ČN 
in v primeru povišanih koncentracij onesnaženo vodo preusmeriti v remediacijski bazen. 
Za remediacijo onesnažene vode s Cr(VI) so zelo primerne bakterijske združbe.  
 
1.1 HIPOTEZE IN CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
 
Raziskovalno področje magistrske naloge zajema problem onesnaževanja okolja z zelo 
strupenimi spojinami Cr(VI) ter možnosti redukcije v bistveno manj strupene zvrsti Cr(III). 
V raziskavi smo želeli ugotoviti ali so mikroorganizmi v odpadni vodi sposobni redukcije 
Cr(VI).  
 
Delovna hipoteza magistrske naloge: 
 
 Redukcija Cr(VI) z živimi mikroorganizmi v vzorcu bo bolj učinkovita od 
redukcije z organsko snovjo v sterilnem vzorcu. 
 
Cilji naloge: 
 
 Pripraviti in obogatiti mikrobno združbo, ki bo sposobna rasti pri povišanih 
koncentracijah Cr(VI) in reducirati večje množine Cr(VI) v vodnih vzorcih. 
 Spremljati rast bakterij pri različnih dodatkih Cr(VI) in dinamiko redukcije Cr(VI) 
z metodami kemijske speciacije. 
 Primerjati učinkovitost redukcije Cr(VI) s pomočjo mikroorganizmov in organsko 
snovjo. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KROM 
 
2.1.1 Zgodovinski pregled 
 
Leta 1761 je Rus Johann Gotlob Lehmann, v sibirskem rudniku zlata Beresof, odkril nov 
mineral krokit. Krokit »crocoisite« oziroma »crocoite« je mineral, rdeče-oranžne barve. 
Kasneje, leta 1766, je mineral analiziral ter odkril, da vsebuje svinčev kromat. Leta 1797, 
je francoski kemik, Nicolas-Louis Vanqulin iz omenjenega minerala uspel izolirati kovino, 
ki jo je poimenoval krom. Ime izvira iz grške besede chroma, kar pomeni barva, saj imajo 
njegove spojine intenzivne barvne odtenke. 1789 sta kemika, Tobias Louwitz in Martin 
Heinrich Klaproth, v neodvisnih raziskavah odkrila krom v mineralu kromit. Od takrat 
kromit ostaja edini ekonomični vir za pridobivanje kroma. Prvi komercialni viri kromita so 
bili v Rusiji in ZDA. Na začetku so kromove spojine uporabljali predvsem kot pigmente, 
barvila za tekstil ter pri obdelavi usnja. Kljub zgodnjemu odkritju pa so obsežno 
industrijsko uporabo kroma pričeli šele v začetku 20. stoletja, z razvojem metod dodajanja 
kroma v zlitine. Zlitine, ki vsebujejo krom, imajo povečano odpornost na mehanske 
poškodbe, so bolj odporne na toploto, korozijo in oksidacijo. Krom je skupaj z nikljem 
nepogrešljiva sestavina različnih vrst nerjavečega jekla. Za zaščito kovin pred korozijo se 
uporablja postopek galvanizacije. Pri galvaniziranju je krom ena izmed pomembnih 
komponent, ki so prisotne v kromovih elektrolitih. Velik del teh elektrolitov vsebuje 
Cr(VI) (Jacobs in Testa, 2004). 
 
2.1.2 Fizikalno - kemijske lastnosti  
 
V periodnem sistemu elementov se krom nahaja med prehodnimi kovinami. Označen je s 
simbolom Cr in ima atomsko število 24. Atomska masa dominantnega izotopa znaša 
51,996. Krom ima štiri naravno prisotne stabilne izotope 
50
Cr, 
52
Cr, 
53
Cr in 
54
Cr, z naravno 
pojavnostjo 4,351 %, 83,789 %, 9,501 % in 2,365 %, ter 22 radioaktivnih izotopov. 
Osnovna elektronska konfiguracija kroma [Ar]3d
5
4s
1
 omogoča najvišje oksidacijsko stanje 
+6. Krom ima visoko temperaturo tališča, 1907 °C, vrelišče je pri 2671 °C, gostota pri 20 
°C znaša 7,19 g/cm
3
, specifična toplotna kapaciteta pri 27 °C je 0,451 J/gK. Toplotna 
prevodnost pri 27 °C znaša 93,7 W/mK (Motzer, 2004). Pradhan in sod. (2017) krom 
opisujejo kot jekleno-sivo, sijočo, krhko in zelo trdo kovino. Krhkost kroma lahko 
pripišemo oksidnim nečistočam.  
 
2.2 KEMIJA KROMA 
 
Krom se nahaja v različnih oksidacijskih stanjih, izmed katerih sta v okolju termodinamsko 
najbolj stabilni trivalentni krom (Cr(III)) in šestvalentni krom (Cr(VI)). Razmerje med 
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zvrstema Cr(VI) in Cr(III) je močno odvisno od pH in redoks potenciala okolja ter 
kinetike. V vodnem okolju se Cr(III) pri vrednostih pH pod 4,0 nahaja kot heksa aqua 
kation [Cr(H2O)6]
3+ 
(okrajšava (Cr
3+
)). Z višanjem pH, hidrolizira v [Cr(H2O)5OH]
2+ 
(okrajšava (Cr(OH)
2+
)) ter v [Cr(H2O)4(OH)2]
+ 
(okrajšava (Cr(OH)2
+
). Pri nevtralno 
bazičnih pogojih se Cr(III) obori kot spojina Cr(OH)3. V bazičnem okolju, pri pH višjem 
od 11,5, se oborina delno raztopi in nastane spojina Cr(OH)4
–
. Poleg pH okolja na kemijo 
zvrsti Cr(III) vpliva tudi koncentracija. Pri koncentracijah višjih od 10
-6
 mol/L Cr(III) 
polimerizira (Ščančar in Milačič, 2014). V vodnih okoljih, pri zelo nizkih vrednostih pH 
(pH pod 1), se Cr(VI) nahaja v obliki močne kisline H2CrO4. Pri vrednostih pH med 1 in 
6,5 je prisoten kot HCrO4
–
, nad pH 6,5 pa ga najdemo le v obliki kromatnega CrO4
2–
 
aniona. Pri koncentracijah, ki so višje od 10
-2
 mol/L, prične HCrO4
– 
polimerizirati in 
nastane dikromaten anion Cr2O7
2–
 (Ščančar in Milačič, 2014). Prevladujoče kromove zvrsti 
v redčenih vodnih raztopinah kot funkcijo pH in potenciala predstavlja Pourbaix diagram 
(Eh–pH diagram) (Slika 1).  
 
 
 
Slika 1: Poenostavljen Eh-pH diagram za zvrsti kroma v vodnem okolju. Rumeno označen del prikazuje 
zvrsti Cr(VI), modro zelen pa zvrsti Cr(III). Z modrimi črtami je šrafirano območje, znotraj katerega pride do 
polimerizacije Cr(III) (Ščančar in Milačič, 2014) 
 
Na kemijo kroma vpliva več različnih dejavnikov okolja kot so, pH, koncentracija kroma, 
hidroliza, redoks potencial okolja ter adsorpcija. Kot je razvidno iz Slike 1, je Cr(VI) 
močen oksidant. Zvrst Cr(VI) je bolj stabilna pri visokem redoks potencialu okolja in 
alkalnih vrednostih pH. Pri nizkih vrednostih pH Cr(VI) hitro reagira z elektronskimi 
donorji, kot so Fe
2+
 ioni, organski material, S
2-
 ioni, lahko pa ga reducirajo tudi 
mikroorganizmi. Redoks potencial para Cr(VI)/Cr(III) je visok, kar pomeni, da je 
oksidacija Cr(III) v Cr(VI) v okolju možna z Mn(IV) oksidi. Kemična oksidacija lahko 
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poteče tudi z raztopljenim kisikom, vendar le pri alkalnih vrednostih pH. Najpomembnejši 
oksidant v tleh, sedimentu in vodnem okolju je Mn(IV) oksid. Oksidacija z Mn(IV) 
oksidom je 10-krat počasnejša od redukcije Cr(VI) v zvrsti Cr(III) (Ščančar in Milačič, 
2014). Ravno zaradi hitre redukcije Cr(VI) v Cr(III), je v okolju prevladujoča zvrst Cr(III). 
V primeru visokih koncentracij Cr(VI), pride do nasičenosti redukcijske spodobnosti 
okolja, krom se ne reducira in v okolju najdemo tudi zvrst Cr(VI) (Focardi in sod., 2013). 
Mobilnost in razporeditev kroma v okolju je povezana z reakcijami kot so oksidacija in 
redukcija, adsorbcija in desorpcija ter precipitacija in raztapljanje, kar poenostavljeno 
prikazuje Slika 2.  
 
  
 
Slika 2: Poenostavljena shema kroženja kroma v talni raztopini in tleh (Ščančar in Milačič, 2014) 
 
Krom je v ne-vodnem in vodnem okolju najbolj pogost kot zvrst Cr(III), ki je pri nevtralnih 
pH vrednostih slabo topna ter relativno nemobilna. Tvori namreč težko topne okside, 
hidrokside in sulfate (Focardi in sod., 2013). Pri nizkih vrednostih pH se topna zvrst Cr(III) 
adsorbira na površino glinastih delcev (manganovi, železovi in aluminijevi oksidi in 
hidroksidi). Ob prisotnosti nizkomolekularnih organskih kislin kot sta na primer citronska 
in oksalna kislina se topnost Cr(III) poveča, kar vodi v nastanek kompleksov. Cr(III) tvori 
močne komplekse tudi s huminsko in fulvinsko kislino. Cr(VI) se v okolju nahaja v obliki 
anionov CrO4
2–
. Alkalijski kromati so dobro topni, ter zelo mobilni in se zlahka adsorbirajo 
na površino glinastih delcev. Adsorpcija je močnejša pri nizkih in nevtralnih pH, kot pri 
alkalnih pH vrednostih. V vodnih in ne-vodnih okoljih je zvrst Cr(VI) bolj mobilna, s tem 
pa tudi biološko bolj dostopna kot zvrst Cr(III) (Ščančar in Milačič, 2014). 
 
2.3 TOKSIČNOST KROMA 
 
Toksičnost ter biološka dostopnost kroma je odvisna od njegovega oksidacijskega stanja 
ter koncentracije (Focardi in sod., 2013). Spojine Cr(III) so mnogo manj toksične od spojin 
Cr(VI) (Unceta in sod., 2010). Cr(III) sodeluje pri metabolizmu ogljikovih hidratov, 
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lipidov in proteinov pri ljudeh, živalih in kvasovkah (Focardi in sod., 2013) in ima 
pozitivni vpliv na regulacijo sladkorja v krvi, olajša namreč vezavo inzulina na receptorje 
na celični površini (Jobby in sod., 2018). Kljub temu da Cr(III) predstavlja enega izmed 
esencialnih mikrohranil, pa so povišane koncentracije toksične (Ščančar in Milačič, 2014) 
in lahko povzročijo draženje kože ter poškodbe deoksiribonukleinske kisline (DNK) 
limfocitov. Rastline in mikroorganizmi za življenjske procese kroma ne potrebujejo (Jobby 
in sod., 2018; Unceta in sod., 2010). 
 
Toksičnost spojin Cr(VI) je odvisna od načina vnosa kroma v telo. Inhalacija Cr(VI) 
povzroča razjede v nosni sluznici, dolgotrajna izpostavljenost pa povzroča raka pljuč. 
Izpostavljeni so predvsem neprimerno zaščiteni delavci pri industrijskih procesih kot so 
varjenje, rezanje ter segrevanje kromovih zlitin, oziroma v postopkih, pri katerih se tvorijo 
hlapi Cr(VI) (Ščančar in Milačič, 2014; Jobby in sod., 2018). V primeru zaužitja povzroča 
Cr(VI) draženje in razjede na želodcu, v tankem črevesu, poškodbe ledvic in jeter, 
dolgotrajna izpostavljenost pa vodi v razvoj raka želodca ter tankega črevesa (Almeida in 
sod., 2019). Poleg visoke kancerogenosti in mutagenosti, znižuje stopnjo reproduktivnosti 
ter vpliva na večje število prirojenih napak (Jobby in sod., 2018). Direktna izpostavljenost 
kože Cr(VI) lahko povzroči kontaktni dermatitis ter razjede na koži (Unceta in sod., 2010).  
 
Koncentracije kroma in njegovih spojin, ki so zdravju nevarne, ureja Direktiva o nevarnih 
snoveh (67/548/EEC) (Council …, 1967). Agencija za strupene snovi in register bolezni 
(ATSDR, ang. Agency for toxic substances and disease registry) uvršča Cr(VI) na 17. 
mesto najbolj toksičnih kemikalij (ATSDR, 2017). Ameriška agencija za varstvo okolja 
(USEPA, ang. United States Environmental protection agency) je spojine Cr(VI) uvrstila 
med visoko toksične spojine (USEPA, 1998), Mednarodna agencija za raziskave raka 
(IARC, ang. International agency for research on cancer) pa ga uvršča v I. skupino 
rakotvornih snovi za človeka (IARC, 1990).  
 
2.4 MEHANIZEM TOKSIČNOSTI NA NIVOJU BAKTERIJSKE CELICE 
 
Mehanizem toksičnosti kroma je povezan z enostavno difuzijo Cr(VI) preko celične 
membrane (Jobby in sod., 2018). Pri fizioloških vrednostih pH (pH okoli 7), je zvrst 
Cr(VI) dobro topna, zvrst Cr(III) je pretežno prisotna v obliki hidroksidov, oziroma pri 
nižjih pH vrednostih (pH okoli 5) v obliki kationskih zvrsti, ki slabše prehajajo skozi 
celično membrano (Ramírez-Díaz in sod., 2008). Cr(VI) je pri fiziološkem pH prisoten kot 
oksoanion CrO4
2–
, ki je podoben sulfatnemu anionu SO4
2–
 in zato lahko prehaja v celico 
preko sulfatnega transportnega sistema (Pradhan in sod., 2017). Cr(VI) se v celici hitro 
reducira v zvrst Cr(III), med redukcijo pa se tvorijo reaktivne kisikove zvrsti (ROS, ang. 
reactive oxygen species) in prosti radikali (Pradhan in sod., 2017). Oboji povzročajo 
oksidativni stres v celici, kar vodi v nastanek DNK-DNK navzkrižnih povezav, ter DNK-
proteinskih kompleksov, ki poškodujejo DNK, proteine in celice (Ramírez-Díaz in sod., 
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2008, Baldiris in sod., 2018). Toksični vplivi kroma znotraj celice so, po redukciji Cr(VI), 
večinoma povezani z vezavo nastalega Cr(III) na DNK ter tvorbo Cr(III)-DNK 
kompleksov (Unceta in sod., 2010), ki ovirajo podvojevanje in prepisovanje DNK, kar 
vodi v nastanek mutacij. Cr(III) kompleksi povzročajo tudi enojne oziroma dvojne zlome 
DNK (Pradhan in sod., 2017). 
 
2.5 BAKTERIJSKI MEHANIZMI ODPORNOSTI NA SPOJINE Cr(VI) 
 
Poznanih je več različnih mehanizmov bakterijske odpornosti na spojine Cr(VI). Geni za te 
mehanizme so kodirani na plazmidih in kromosomih. Navadno plazmidni geni kodirajo 
zapis za membranske transporterje, ki neposredno odstranjujejo kromatne ione iz 
citoplazme. Mehanizmi rezistence, ki pa so zapisani na kromosomih, so povezani s 
specifičnimi ali nespecifičnimi mehanizmi redukcije Cr(VI), mehanizmi odstranjevanja 
prosih radikalov, popravljanja DNA poškodb, ter procesi, ki so povezani z uravnavanjem 
homeostaze železa (Ramírez-Díaz in sod., 2008).  
 
Najbolj značilna mehanizma odpornosti bakterij na Cr(VI) temeljita na izločanju Cr(VI) iz 
citoplazme ter redukciji Cr(VI) v Cr(III) (Focardi in sod., 2013). Transmembransko 
odstranjevanja kromata je mehanizem rezistence, ki ga uravnava kromatni transportni 
protein (ChrA). Deluje kot kemiosmotska črpalka, ki na osnovi protonskega gradienta 
izloča kromat iz citoplazme in tako preprečuje akumulacijo toksičnega kromatnega aniona 
v celici. Redukcija kromata lahko poteka pod aerobnimi ali anaerobnimi pogoji, pomočjo 
encimov, ki so vezani na membrano oziroma prosto plavajo v raztopini (Ramírez-Díaz in 
sod., 2008). V aerobnih pogojih je redukcija pogosto povezana s topnimi kromatnimi 
reduktazami, ki uporabljajo nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) kofaktorje ali njihove 
fosforilirane oblike (NAD(P)H), ki služijo kot donorji elektronov. Poznanih je več 
reduktaz, ki imajo različne mehanizme delovanja. Lahko prenašajo le po en elektron 
naenkrat, ob tem se tvorijo intermediati petvalentnega kroma (Cr(V)) in /ali štirivalentnega 
kroma (Cr(IV)), posledično pa nastanejo tudi ROS in prosti radikali. Reduktaze, ki 
prenašajo po štiri elektrone naenkrat, pa Cr(VI) reducirajo direktno v Cr(III), s tem pa 
zmanjšajo nastanek ROS. Pri večini encimov, je redukcija kromatnega iona sekundarna 
funkcija in je povezana z bakterijsko prilagoditvijo, kot posledico povišanih koncentracij 
Cr(VI) v okolju. V anaerobnih pogojih lahko nekatere bakterije uporabljajo Cr(VI) kot 
končni prejemnik elektronov v elektronski transportni verigi (Focardi in sod., 2013; 
Ramírez-Díaz in sod., 2008). Redukcija Cr(VI) pa lahko poteče tudi preko glutationa, 
nukleotidov, aminokislin, vitaminov, sladkorjev ter organskih kislin, prisotnih v in izven 
celice, ki služijo kot donorji elektronov (Shahid in sod., 2017). 
Pomemben mehanizem, ki ščiti bakterijo pred toksičnimi učinki kroma, je povezan z 
zmanjšanim vnosom Cr(VI) v celico preko sulfatnega transportnega sistema. Zaradi 
povišanih koncentracij Cr(VI) pride do mutacije sulfatnega transportnega sistema, 
mikroorganizmi pa tako postanejo neobčutljivi na koncentracije Cr(VI) v okolju (Thatoi in 
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sod., 2014). Zunajcelična redukcija Cr(VI) v Cr(III) ter vezava slednjega na celično 
površino onemogoča vstop Cr(VI) v celico. Cr(III) se veže na peptidoglikan ter 
komponente zunajcelične matrice (EPS, ang. extracellular polymeric substance). Za vezavo 
so pomembne funkcionalne skupine kot so karbonilna, amino, hidroksilna, fosfatna in 
sulfohidrilna skupina (Thatoi in sod., 2014). Ostali manj specifični mehanizmi odpornosti 
na Cr(VI) vključujejo encime, ki zmanjšujejo oksidativni stres v celici. To so superoksid 
dismutaze in katalaze. Bakterijske celice imajo tudi popravljalne sisteme (SOS), ki ščitijo 
DNK pred poškodbami oziroma popravljajo poškodbe. Mehanizme bakterijske odpornosti 
na Cr(VI) poenostavljeno prikazuje Slika 3. 
 
 
 
Slika 3: Mehanizmi bakterijske odpornosti na spojine Cr(VI). (A) Mutacija sulfatnega transportnega sistema 
preprečuje vstop Cr(VI), (B) Zunajcelična redukcija Cr(VI) v Cr(III) ter vezava slednjega na peptidoglikan in 
EPS, (C) Znotrajcelična redukcija Cr(VI), (D) SOS popravljalni mehanizmi DNK, (E) Izločanje Cr(VI) iz 
citoplazme, (F) Encimsko odstranjevanje ROS (Thatoi in sod., 2014) 
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2.6 NAHAJALIŠČA KROMA V NARAVI IN UPORABA 
 
2.6.1 Nahajališča v naravi 
 
Krom je naravno prisoten element v okolju in je 24. najpogostejši element v zemeljski 
skorji, kjer se nahaja v koncentraciji od 100 do 300 mg/kg (Focardi in sod., 2013). V 
sledovih ga najdemo v kamninah, zemlji, atmosferi,  vodi, živalih in rastlinah. V tleh je 
krom vezan na minerale, njegova koncentracija pa je odvisna od tipa tal. V povprečju se 
koncentracije celotnega kroma v tleh gibljejo med 7 in 150 mg/kg (Barałkiewicz in Siepak, 
1999). Pri vulkanskih izbruhih prehaja krom v atmosfero. Gozdni požari in razpršena 
morska sol imata le majhen, skoraj zanemarljiv vpliv na pojavnost kroma v atmosferi 
(koncentracije med 0,01 in 1 ng/m
3
) (Kotaś in Stasicka, 2000, Barałkiewicz in Siepak, 
1999). V vodnih okoljih je krom prisoten zaradi preperevanja kamnin, padavin in prahu, ki 
vsebuje kromove spojine (Kotaś in Stasicka, 2000). Koncentracije celotnega kroma v rekah 
se gibljejo med 5 in 50 µg/L, v jezerih med 1 in 2 µg/L (Barałkiewicz in Siepak, 1999), v 
morski vodi pa med 0,05 in 0,3 µg/L (Motzer, 2004). 
 
Krom je v okolju prisoten v obliki številnih kromovih spojin. Industrijsko in ekonomsko 
najpomembnejša ruda za pridobivanje kroma je kromit ((Fe,Mn)Cr2O4). Glede na podatke, 
ki jih je objavil ameriški geološki zavod (USGS, ang. United States Geological Survey), so 
v letu 2018 na svetu izkopali 36 milijonov ton kromita (USGS, 2019). Poleg kromita, je 
krom možno pridobiti tudi iz rudnine krokit (PbCrO4), zelo redko pa ga najdemo v čisti 
kemijski obliki (Focardi in sod., 2013; Pradhan in sod., 2017). 
 
2.6.2 Uporaba kroma 
 
Krom je eden izmed svetovno najpomembnejših materialov in se primarno uporablja v 
pridelavi nerjavečega jekla in obdelavi kovin. Zlitine, ki vsebujejo krom, imajo povečano 
odpornost na mehanske poškodbe, so bolj odporne na toploto, korozijo in oksidacijo. 
Zaradi omenjenih lastnosti se nerjaveče jeklo intenzivno uporablja v industrijskih procesih. 
Manjši delež (okoli 10 % kroma) se uporablja tudi v kemijski industriji, pri proizvodnji 
pigmentov, v usnjarski industriji, pri obdelavi lesa, v avtomobilski industriji ter pri 
obdelavi stekla in keramike (Ščančar in Milačič, 2014; Jobby in sod., 2018). 
 
2.7 KROM KOT ONESNAŽILO V OKOLJU 
 
Vsaka kovina, ki ima relativno visoko gostoto v primerjavi z vodo, ter je toksična že v 
nizkih koncentracijah se imenuje »težka kovina«. Onesnaževanje okolja s težkimi 
kovinami je v današnjem času postalo svetovni problem. Večina težkih kovin in polkovin 
kot so arzen, kadmij, svinec, živo srebro in krom je toksična (Jobby in sod., 2018). Izmed 
kromovih spojin ima Cr(VI) širok spekter uporabe, hitra industrializacija pa je poleg 
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prekomerne rabe naravnih virov, privedla tudi k nekontroliranemu odlaganju industrijskih 
odpadkov z visoko koncentracijo kroma. Industrijski odpadki, ki vključujejo različna blata, 
pepel, žlindro, odpadno vodo predstavljajo glavni vir povišanih koncentracij Cr(VI) v 
okolju, ki zaradi visoke mobilnosti zlahka prehaja v podtalnico (Jobby in sod., 2018; Zayed 
in Terry, 2003). 
 
Prisotnost povišanih koncentracij Cr(VI) v vodnih okoljih je mnogokrat posledica 
nekontroliranih industrijskih izpustov. Zaradi obratovanja usnjarn so vodni viri lahko 
onesnaženi tudi s Cr(III). Usnjarska industrija uporablja velike količine kromovega(III) 
sulfata ([Cr(H2O)6]2(SO4)3) za strojenje usnja (Jobby in sod., 2018; Elahi in Rehman, 
2018). V procesu strojenja usnje nase veže le del kroma, nevezan Cr(III) pa prehaja v 
odplake, ki vsebujejo med 2000 in 5000 mg/L kroma (Baldiris in sod., 2018). Usnjarne po 
svetu letno pridelajo okoli 40 milijonov ton odpadnih materialov, ki vsebujejo krom (Jobby 
in sod., 2018). Cr(III) spojine, ki so pri nevtralnih pH vrednostih slabo topne in hitro 
precipitirajo, ter so manj toksične predstavljajo v okolju bistveno manjšo nevarnost kot 
zelo strupene Cr(VI) spojine, ki so zelo mobilne (Ramírez-Díaz in sod., 2008). 
 
Slovenska zakonodaja v Pravilniku o pitni vodi določa mejno vrednost 50 µg/L celotnega 
kroma v pitni vodi. Ob preseženih vrednostih kroma v pitni vodi morajo biti ukrepi 
usmerjeni primarno v preprečevanje onesnaževanja vodnega vira (onesnažen zrak, 
odplake, pronicanje razlitij v tla) in remediacijo onesnaženih vodnih virov (Pravilnik …, 
2004). Uredba o emisiji snovi pri odvajanju odpadnih vod iz objektov in naprav za 
proizvodnjo usnja določa mejne vrednosti kroma v odpadnih vodah usnjarn. Za iztok 
odpadne vode v okolje le-ta ne sme presegati 1 mg/L celotnega kroma oziroma 0,1 mg/L 
Cr(VI). Pri iztoku v kanalizacijo pa odpadna voda ne sme presegati 4 mg/L celotnega 
kroma oziroma 0,1 mg/L Cr(VI) (Uredba …, 1996). 
 
2.8 ODSTRANJEVANJE KROMA IZ ONESNAŽENEGA OKOLJA 
 
Onesnaževanje okolja s težkimi kovinami predstavlja velik problem, saj se le-te v okolju 
kopičijo in ne razgradijo kot se lahko razgradijo strupene organske spojine. Remediacija 
kroma je možna preko različnih fizikalnih, kemijskih ter bioloških metod (Jobby in sod., 
2018). Konvencionalne metode odstranjevanja Cr(VI) iz onesnaženega okolja vključujejo 
fizikalne metode kot so precipitacija, ionska izmenjava, membranska filtracija, reverzna 
osmoza, evaporacija in adsorpcija na aktivirano oglje, galun ali pepel (Focardi in sod., 
2013). Na mestu onesnaženja lahko Cr(VI) reduciramo v Cr(III) z reducenti kot so žveplov 
dioksid, železov sulfat, natrijev sulfit, barijev sulfit in vodikov sulfid (Jobby in sod., 2018).  
Kljub temu, da pride do odstranitve kroma iz mesta onesnaženja, ti postopki lahko 
spremenijo kemijske in fizikalne karakteristike okolja. Poleg tega so omenjene metode 
dolgotrajne in drage in porabljajo veliko energije ter kemijskih reagentov, pri tem pa 
nastajajo kompleksne sekundarne spojine (Upadhyay in sod., 2017; Focardi in sod., 2013). 
Plestenjak E. Vloga mikroorganizmov pri redukciji šestvalentnega kroma.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
11 
Sodobne metode odstranjevanja Cr(VI) iz okolja temeljijo na remediaciji z nanodelci 
ničvalentnega železa (nZVI). Nanodelci ničvalentnega železa reducirajo Cr(VI) v manj 
toksično zvrst Cr(III) in pri tem pa ne spreminjajo kemijskih lastnosti okolja (Němeček in 
sod., 2014). Vse pogosteje se za remediacijo onesnaženih okolij uporabljajo biološke 
metode (Pradhan in sod., 2017). Bioremediacija je postopek, ki temelji na naravnih 
procesih, pri katerih živi organizmi odstranijo ali preoblikujejo onesnažilo v okolju v manj 
toksično obliko, pri čemer ne prihaja do tvorbe toksičnih sekundarnih spojin. Poleg tega 
biološke metode porabljajo manj energije, so visoko učinkovite, omogočajo možnost 
ponovne uporabe kovin, ter ne predstavljajo nevarnosti za okolje in zdravje. Mehanizmi 
bioremediacije vključujejo postopke biosorpcije, bioakumulacije in biotransformacije 
(Jobby in sod., 2018). Biosorpcija je fizikalnokemijski proces vezave ionov Cr(VI) na 
površino žive ali mrtve biomase. V večini primerov gre za tvorbo kemijske vezi s 
karboksilnimi, hidroksilnimi, fosfatnimi in amino skupinami na površini celičnih struktur 
(Mohan in Pittman, 2006; Jobby in sod., 2018). Podoben, a malo drugačen proces je 
bioakumulacija. Tu Cr(VI) prehaja iz površine celične stene v celico, kjer potem tudi 
ostane. Je počasnejši ter metabolno odvisen proces, saj je zanj potrebna energija. 
Biotransformacija pa je proces, pri katerem pride do pretvorbe Cr(VI) v Cr(III), s pomočjo 
živih organizmov (Jobby in sod., 2018). 
 
Med žive organizme, ki so sposobni bioremediacije vključujemo bakterije, glive, alge in 
rastline (Jobby in sod., 2018; Focardi in sod., 2013). Glive imajo edinstvene lastnosti, ki 
jim omogočajo preživetje v okolju onesnaženim s kovinami. V vseh fazah življenja 
proizvajajo in izločajo encime, njihova celična stena pa omogoča dobro adsorpcijo težkih 
kovin, med katerimi je tudi krom). Biosorpcija Cr(VI) iz onesnažene vode lahko poteče 
tudi z biomaso alg. Cr(VI), ki se veže na površino, se lahko kasneje akumulira v celici. 
Fitoremediacija je proces odstranjevanja onesnažil z uporabo rastlin. Rastline so sposobne 
privzema topnih kovinskih ionov iz onesnažene vode in tal med procesom fotosinteze. 
Poleg privzema, poteka v rastlinah tvorba kelatnih kompleksov, v rastlinah se kovinam 
lahko spremeni tudi oksidacijsko stanje. V primeru Cr(VI) se le-ta reducira v Cr(III). 
Potrebno pa je upoštevati dejstvo, da vsaka rastlina ni sposobna spremeniti kemijske oblike 
anorganskega onesnažila (Jobby in sod., 2018; Pradhan in sod., 2017). 
 
2.9 BAKTERIJE IN NJIHOVI MEHANIZMI ODSTRANJEVANJA KROMA IZ 
OKOLJA 
 
Bakterije, sposobne redukcije Cr(VI) imenujemo krom-reducirajoče bakterije (CRB, ang. 
chromium resistant bacteria). Mednje spadajo tako Gram pozitivne (G
+
) kot Gram 
negativne (G
–
) bakterije. Pogosto jih izoliramo iz odpadnih voda in onesnaženih tal 
usnjarske in tekstilne industrije. Najdemo jih tudi v rudnikih kromita (Pradhan in sod., 
2017). Bakterije prisotne na onesnaženih okoljih imajo razvite zaščitne mehanizme proti 
povišanim koncentracijam Cr(VI). Zato jih lahko uporabimo kot učinkovit sistem za 
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remediacijo onesnaženih okolij s Cr(VI) (Ran in sod., 2016). Med CRB spadajo rodovi 
Pseudomonas, Bacillus, Escherichia, Enterobacter, Shewanella, Exiguobacterium, 
Arthrobacter, Microbacterium, Actinomycetes, Leucobacter, Pantoea in Aeromonas, ter 
sevi Staphylococcus aureus, Pediococcus pentosaceus, Stenotrophomonas maltophilia, 
Corynebacterium paurometabolum in železo ter žveplo reducirajoče bakterije (Wei-hua in 
sod., 2009; Jobby in sod., 2018; Pradhan in sod., 2017; Shahid in sod., 2017).  
 
Pomembni dejavniki, ki vplivajo na bioremediacijo so: kemijske lastnosti onesnažila, 
vsebnost vlage in hranil, pH in temperatura. V večjem deležu pa je remediacija odvisna od 
mikroba in sposobnosti le-tega, da onesnažilo veže na površino celice, ga akumulira v 
celici, ali pa ga reducira v manj toksično obliko. Ravno redukcija Cr(VI) v Cr(III) 
predstavlja najbolj uporaben mehanizem remediacije z bakterijami (Jobby in sod., 2018). 
Redukcija Cr(VI) z mikroorganizmi poteka v aerobnih okoljih neposredno preko encimsko 
kataliziranih reakcij, v anaerobnih okoljih pa je Cr(VI) končni prejemnik elektronov. 
Redukcija Cr(VI) lahko poteče tudi posredno preko bakterijskih metabolitov in organskih 
kislin (Shahid in sod., 2017). Posredna redukcija je značilna predvsem za železo in žveplo 
reducirajoče bakterije, ki proizvajajo Fe
2+
 ali vodikov sulfid. Omenjena metabolita nato 
reducirata Cr(VI) v Cr(III), kinetika redukcije pa je hitrejša kot redukcija z encimi 
(Pradhan in sod., 2017). Poleg biotransformacije, bakterije lahko tudi vežejo Cr(VI) na 
površino celice oziroma ga akumulirajo v celici (Focardi in sod., 2013).  
 
Glavna dejavnika, ki ovirata uporabo mikroorganizmov za odstranjevanje Cr(VI) iz okolja 
sta živost in metabolna aktivnost celic. Imobilizacija celic na površini poveča biomaso, kar 
zniža učinkovitost odstranjevanja kovin, saj je oviran transport onesnažil do posamezne 
celice. Namesto uporabe živih celic, se lahko uporablja encime, ki sodelujejo pri redukciji 
Cr(VI). Ta pristop je mogoč, vendar je produkcija encimov drag postopek, encimi pa 
ostanejo v okolju in jih ne moremo ponovno uporabiti (Cheung in Gu, 2007). Kljub temu, 
da je poznanih veliko število mikroorganizmov, ki so sposobni redukcije Cr(VI), pa je 
njihov potencial pri remediaciji omejen, saj večina bakterij ne prenaša visokih koncentracij 
Cr(VI) (Zhu in sod., 2008). 
 
2.9.1 Obogatitev bakterijskih združb za redukcijo Cr(VI) 
 
Poleg bakterij, ki so odporne na Cr(VI), le-tega lahko reducirajo tudi bakterije, ki nanj niso 
odporne, vendar le v primeru onesnaženja okolja z nižjimi koncentracijami Cr(VI). 
Lastnosti bakterij, ki so pomembne za remediacijo vključujejo sposobnost redukcije 
Cr(VI), kot tudi sposobnost rasti bakterij pri visokih koncentracijah Cr(VI). Odpornost na 
Cr(VI) namreč ni vedno povezana s sposobnostjo redukcije Cr(VI) (Thatoi in sod., 2014). 
Bakterije, uporabne v remediaciji so pogosto izolirane iz različnih odpadnih vod, med 
katerimi so najpogosteje omenjene odpadne vode usnjarn (Pavithra in sod., 2019; 
Chandhuru in sod., 2012; Elahi in Rehman, 2018). Izolirane mikroorganizme, ki jih gojimo 
Plestenjak E. Vloga mikroorganizmov pri redukciji šestvalentnega kroma.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
13 
v gojišču z dodanim Cr(VI), je potrebno dobro okarakterizirati, ter preveriti njihovo 
sposobnost da reducirajo Cr(VI) (Baldiris in sod., 2018).  
 
Da bi dosegli najbolj učinkovito bioremediacijo in sposobnost bakterij, da rastejo tudi pri 
povišanih koncentracijah Cr(VI) v okolju, je potrebno mikroorganizme prilagoditi na 
takšne pogoje. Gojenje bakterij pri visokih koncentracijah Cr(VI) vodi v nastanek mutacij, 
ki omogočajo rast mikrobom pri omenjenih pogojih. Obogatitev bakterij poteka tako, da le-
te precepljamo iz gojišč, ki vsebujejo nižje, v gojišča z višjimi koncentracijami Cr(VI). 
Bakterije se postopoma prilagodijo na razmere v gojišču. Bakterije ki so sposobne rasti pri 
najvišji koncentraciji Cr(VI) so nanj tudi najbolj odporne in posledično najbolj uporabne za  
remediacijo onesnaženega terestričnega ali vodnega okolja z visokimi koncentracijami 
Cr(VI) (Chandhuru in sod., 2012; Baldiris in sod., 2018). 
 
2.10 SPREMLJANJE UČINKOVITOSTI REMEDIACIJSKIH TEHNIK 
 
Za spremljanje učinkovitosti remediacijskih tehnik je potrebno določiti celotno 
koncentracijo kroma in Cr(VI) v očiščeni vodi ali tleh. Za določanje celotnih koncentracij 
kroma se pogosto uporabljata plamenska atomska absorpcijska spektrofotometrija (FAAS, 
ang. flame atomic absorption spectrophotometry) in masna spektrometrija z induktivno 
sklopljeno plazmo (ICP-MS, ang. ang. inductively coupled plasma mass spectrometry). Za 
določanje koncentracij Cr(VI) se največkrat uporabljata spektrofotometrija in 
visokozmogljiva tekočinska kromatografija (HPLC, ang. high performance liquid 
chromatography) v povezavi z ICP-MS (Ščančar in Milačič, 2014; Onchoke in Sasu, 
2016). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Laboratorijski pribor 
 
Pri delu smo uporabljali steklene čaše (50, 100, 250 mL), steklenice z zamaškom, steklene 
epruvete, erlenmajerice in erlenmajerice z iztokom proizvajalca Simax (Praga, Češka). 
Uporabljali smo centrifugirke (50 mL) (Isolab, Eschau, Nemčija), mikrocentrifugirke (1,5 
in 2 mL) (Eppendorf, Hamburg, Nemčija), umerjene plastične epruvete s pokrovom (10, 20 
in 50 mL) (Isolab), plastične injekcijske brizge (5 in 20 mL) (Chirana, Stará Turá, 
Slovaška), kiroviale (Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA) in mikrotitrske plošče s 96 
luknjicami proizvajalca (Wertheim, Nemčija). Pri delu smo uporabljali različne avtomatske 
pipete (Eppendorf), ter pipetne nastavke proizvajalca Starstedt (Nümbrecht, Nemčija).  
 
Pri nacepljanju kolonij na petrijeve plošče (Golias Labortehnika, Ljubljana, Slovenija) smo 
uporabljali sterilne plastične eze (Golias Labortehnika) ter parafilm (Bemis, Neenah, WI, 
ZDA).  
 
Pri izolaciji DNK smo uporabljali Gene Elute Mini prep vezavne kolone proizvajalca 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ZDA).  
 
Produkte verižne reakcije s polimerazo (PCR, ang. polymerase chain reaction) smo očistili 
z uporabo kolone s filtrom za čiščenje produktov PCR proizvajalca Invitrogen (Carlsbad, 
Kalifornija, ZDA).  
 
Čistost produktov PCR smo preverili z elektroforezo. Pri tem smo uporabljali aparaturo za 
gelsko elektroforezo in nosilec za gel proizvajalca Bio-rad (Hercules, CA, ZDA).  
 
Vzorce smo filtrirali s celulozno nitratnimi membranskimi filtri (premer 25 mm, velikost 
por 0,45 μm) (Sartorius, Goetingen, Nemčija). Bakterijske združbe smo iz vzorcev vodnih 
raztopin odstranili z mikroultrafiltracijo, pri čemer smo uporabili epruvete Amnicon Ultra-
4 Centrifugal Filter Devices, Ultracel 3 K (4 mL, izločitvena molekulska masa 3000 Da) 
proizvajalca Amicon (Beverly, MA, ZDA).  
 
3.1.2 Naprave 
 
Gojišča in steklovino smo sterilizirali v avtoklavu A-21 proizvajalca Kambič (Semič, 
Slovenija). Pri delu smo uporabljali laminarij (ESCO, Horsham, PA, ZDA), vorteks mešalo 
(VELP Scientifica, Usmate Italija), centrifugo 5424 (Eppendorf), magnetno mešalo 
(Tehtnica, Ljubljana, Slovenija), fotometer MA 9510 (Mettler Toledo, Ljubljana, 
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Slovenija), termoblok (Golias Labortehnika) in čitalec mikrotitrskih plošč (Thermo 
electron, Waltham, MA, ZDA).  
 
Mikroorganizme smo gojili na stresalniku (Tehtnica, Železniki, Slovenija). 
 
S PCR aparatom (Analytik Jena, Jena, Nemčija) smo pomnožili željene odseke DNK in jih 
identificirali z gelsko elektroforezo z napajalnikom proizvajalca Biometra (Goettingen, 
Nemčija). Gel smo nato slikali v UV komori Syngene (Bangalore, Indija).  
 
Celotne koncentracije kroma smo določili s tehniko FAAS na atomskem absorpcijskem 
instrumentu Varian SpectrAA 110 proizvajalca Varian (Mulgrave, Victoria, Avstralija) in s 
tehniko ICP-MS na instrumentu Agilent 7900 ICP-MS, proizvajalca Agilent (Tokio, 
Japonska). Kromatografske ločbe smo opravili na HPLC instrumentu Agilent series 1200 
quaternary pump proizvajalca Agilent, opremljenim injektorjem Rheodyne 7725i (Cotati, 
CA, ZDA) in 0,2 mL zanko za injiciranje vzorca. Kromove zvrsti smo ločili s HPLC na 
močnimi anionsko-izmenjalni koloni Mono Q HR 5/5 (GE Healthcare), proizvajalca Bio-
Sciences (Uppsala, Švedska) (dimenzije kolone 5 x 50 mm, delci iz polistrien/divenil 
benzena velikosti 10 µm, na katerega so kot funkcionalne skupine vezani kvarterni amini, 
pH stabilnost 2-12). Pri kivetnih testih smo uporabljali UV/VIS spektrofotometer DR 3900 
Hach Lange (Düsseldorf, Nemčija). Tehtanje vzorcev smo izvedli na analitski tehtnici 
Mettler AE 163 (Zürich, Švica). pH vzorcev smo določili s pH metrom WTW pH 330 pH 
meter (Weilheim, Nemčija). Vzorce smo centrifugirali na centrifugi Sigma 3K30 
proizvajalca Sigma-Aldrich. 
 
Plamenska atomska absorpcijska spektrofotometrija (FAAS) 
 
FAAS je instrumentalna analizna metoda, ki temelji na sposobnosti atomov, da absorbirajo 
svetlobo, ki je značilna za atome posameznega kemijskega elementa. Vir svetlobe je 
žarnica z votlo katodo. Atome, ki svetlobo absorbirajo, tvorimo z razprševanjem tekočega 
vzorca v plamenu. Najprej odpari topilo, nato se pri visoki temperaturi plamena raztopijo 
soli. Tvorijo se oksidi kovin, ki disociirajo do prostih atomov. Za atomizacijo atomov 
uporabljamo plamen zrak – acetilen (temperatura okoli 2100 °C) ali didušikov oksid – 
acetilen (temperatura okoli 2600 °C). Prosti atomi elementov, ki nastanejo v plamenu 
absorbirajo emitirano svetlobo iz žarnic z votlo katodo, ki oddajajo fotone valovne dolžine, 
ki je karakteristična za posamezen element. Delež prepuščene svetlobe zazna detektor- 
fotopomnoževalka. Množina absorbirane svetlobe je sorazmerna koncentraciji atomov v 
plamenu (Skoog in sod., 2007). Odnos med njima opisuje Beer-Lambertov zakon po 
katerem velja:  
 
                                 …(1) 
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A – absorbanca 
Io – intenziteta vpadne svetlobe 
I – intenziteta svetlobe po prehodu skozi atomizacijski medij (plamen) 
ε – atomski absorpcijski koeficient 
b – dolžina poti skozi atomizacijski medij 
c – koncentracija 
 
Krom določamo v plamenu didušikov oksid – acetilen pri valovni dolžini 357,9 nm, meja 
zaznave je 80 ng/mL kroma. Koncentracijsko območje v katerem določamo koncentracije 
kroma s FAAS sega od 0,1 do 50 µg/mL. Natančnost tehnike, ki je izražena kot relativni 
standardni odklon (RSD, ang. relative standard deviation) je pod 3 % (Skoog in sod., 
2007). 
 
Masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) 
 
ICP-MS je ena izmed instrumentalnih analiznih tehnik, ki se uporablja za določanje 
koncentracij kemijskih elementov. Metoda je  hitra in selektivna, ter omogoča hkratno 
analizo več elementov (multielementna analiza), ima zelo nizke meje zaznave (pod ng/mL) 
in široko linearno območje merjenja (več koncentracijskih vrednostnih razredov). Z ICP-
MS lahko v enotni instrumentalni sklop povežemo kemijske separacijske tehnike, kot na 
primer tekočinsko kromatografijo. 
 
Vnos tekočih vzorcev v induktivno sklopljeno plazmo (ICP) poteka s pomočjo različnih 
razpršilnikov. ICP je elektroprevodni visokoionizirani plin (običajno argon (Ar)), ki 
prestavlja temperaturno zelo stabilen ionizacijski in atomizacijski medij. Plazmo 
sestavljajo kationi (Ar+), elektroni (e-) ter nevtralni atomi (Ar). Nastaja v plamenici iz treh 
koncentričnih kremenčevih cevi. Aerosol dovajamo v nosilnem toku Ar skozi osrednjo, 
notranjo cev plamenice pri pretoku 0,8 do 1,2 L/min. Pravokotno na smer potovanja vzorca 
uvajamo v plamenico še Ar pri pretoku 1 L/min (plazemski plin). Z njim potiskamo 
aerosol v smeri proti masnemu spektrometru in hkrati hladimo steklene stene cevi. 
Pravokotno na smer potovanja vzorca uvajamo v prostor, ki ga omejujeta stena notranje 
cevi in zunanja stena plamenice, še zunanji tok Ar pri pretoku 15 L/min (pomožni plin). S 
pomožnim plinom vzdržujemo ICP in hladimo kremenčeve cevi plamenice. Okrog 
plamenice je navita z vodo hlajena bakrena tuljava, ki je povezana z radiofrekvenčnim 
generatorjem skozi katerega teče izmenični tok visoke frekvence (40 MHz) in moči 1-2 
KW. Ionizacijo Ar sprožimo s curkom elektronov, ki ga tvorimo s Teslovim vžigalnikom. 
Pri interakciji med magnetnim poljem, ki ga inducira tok z visoko frekvenco, in nabitimi 
delci (Ar+), nastane ICP s temperaturo med 6000 in 10000 K. Pri visoki temperaturi ICP se 
vzorec upari, atomizira in delno ionizira. Ionizacija je odvisna predvsem od ionizacijskega 
potenciala posameznega elementa in gostote elektronov v ICP. Prenos ionov iz ICP pri 
atmosferskem tlaku, do masnega spektrometra s  tlakom 10-5 Pa poteka preko vmesnika, 
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kjer rotacijska črpalka vzdržuje podtlak (približno 300 Pa), ki posrka ione iz ICP skozi 
odprtini v vzorčevalnem (premer od 0,8 do 1,2 mm) in posnemovalnem stožcu (premer od 
0,4 do 0,8 mm). Nastali ionski žarek usmerimo s sistemom ionskih leč v masni analizator. 
Masni analizator loči ione glede na razmerje med njihovo maso in nabojem (m/z). Kot 
detektor se pri ICP-MS običajno uporablja pomnoževalka elektronov ali detektor z nizom 
diod. Meje zaznave za določitev elementov so okoli 0,1 ng/mL, natančnost tehnike, 
izražena kot RSD pa je pod 1 %. Krom običajno določimo na m/z 52, meja zaznave 
določitve kroma je 0,2 ng/mL (Thomas, 2013). 
 
Visokozmogljiva tekočinska kromatografija (HPLC) v povezavi z ICP-MS  
 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) omogoča ločevanje posameznih 
spojin v vzorcu na osnovi njihovih različnih časov zadrževanja na trdni (stacionarni) fazi. 
Pri anionsko-izmenjalni kromatografiji je temelj ločbe ionska izmenjava med ionskimi 
skupinami stacionarne faze kolone in proti-ioni vzorca. Negativno nabite zvrsti elementov, 
kot je na primer kromat (spojini Cr2O7
2- 
in CrO4
2-
) lahko ločimo z uporabo anionsko-
izmenjalne kromatografije na kromatografski koloni s kvarternimi aminskimi 
funkcionalnimi skupinami. HPLC sistem lahko povežemo v enovit sklop z ICP-MS, ki ga 
uporabimo kot elementno specifični detektor za določitev koncentracij posameznih ločenih 
kromovih zvrsti. Meja zaznave Cr(VI) na m/z 52 je 0,06 ng/mL (Novotnik in sod., 2012). 
 
Spektrofotometrična metoda z 1,5 difenilkarbazidom 
 
Spektrofotometrija temelji na merjenju absorpcije svetlobe, ki prehaja skozi preiskovano 
raztopino. Absorpcijo merimo v ultravijoličnem, vidnem in infrardečem spektralnem 
območju, običajno pri absorpcijskem maksimumu. Spektrofotometrijo v vidnem območju 
uporabljamo predvsem za kvantitativno določanje posameznih elementov oziroma njihovih 
kemijskih zvrsti, ki jih spremenimo v obarvano obliko s primerno kemijsko reakcijo. 
Koncentracijo snovi v raztopini vzorca določimo posredno iz umeritvene premice. 
Umeritveno premico pripravimo s pomočjo serije standardnih raztopin znanih koncentracij. 
Kot kolorimetrični reagenti pogosto služijo velike organske molekule. Glavni problem v 
molekularni absorpcijski spektrometriji predstavljajo interference, ki jih povzročajo druge 
spojine v vzorcu, ki same absorbirajo svetlobo pri izbrani valovni dolžini merjenega 
elementa (kemijske zvrsti elementa), zato jih je potrebno pred določitvijo odstraniti 
(Ščančar in sod., 2007).  
 
Spektrofotometrično metodo pogosto uporabljamo za določitev Cr(VI). Metoda temelji na 
dodatku 1,5 difenilkarbazida (raztopljenega v acetonu in stabiliziranega s kapljico ocetne 
kisline) v vzorec, ki mu za razbarvanje železovih spojin dodamo še orto fosforno kislino. S 
tem tudi znižamo pH vzorca, kar omogoča oksidacijo difenilkarbazida v difenilkarbazon, 
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pri čemer se Cr(VI) reducira v Cr(III). Strukturni formuli difenilkarbazida in 
difenilkarbazona prikazuje Slika 4. 
 
 
 
(A)  (B)  
 
Slika 4: Strukturni formuli difenilkarbazida (MERCK, 2019) (A) in difenilkarbazona (Wikipedia, 2011) (B) 
 
Nastali kompleks Cr(III) z difenilkarbazonom je močno vijolično obarvan, absorbanco 
merimo po 15 min pri 540 nm. Kinetika tvorbe kompleksa Cr(III) z difenilkarbazonom, ki 
je prisoten v vzorcu je dolgotrajna (24 ur), zato je 1,5 difenilkarbazidna metoda primerna 
za določitev Cr(VI). Za meritev Cr(VI) potrebujemo 10 mL vzorca, meja zaznave tehnike 
je 10 ng/mL.  
 
Analizni postopek: K 10 mL vzorca, in standardnim raztopinam dodamo 1 mL ortofosforne 
kisline (35 mL ortofosforne kisline redčimo z vodo na 50 mL) in 1 mL 1,5 difenilkarbazida 
(0,25 g 1,5 difenilkarbazida raztopimo v 25 mL acetona ter dodamo 1 kapljico ocetne 
kisline). Pustimo stati 15  5 min, da se razvije barva in merimo absorbanco pri 540 nm. 
Slepo raztopino (Milli-Q voda) za umerjanje ničle spektrofotometra ter slepo raztopino 
vzorca pripravimo enako, le da ne dodamo 1,5 difenilkarbazida. Meritve opravimo tako, da 
instrument uničlimo na slepo raztopino z vodo, nato pomerimo standardne raztopine 
Cr(VI) (koncentracije 50, 100, 200, 300 in 500 ng/mL). Pri meritvah vzorcev najprej 
izmerimo lastno absorbanco vzorcev (to je slepi vzorec), nato pa še absorbanco vzorca. V 
primeru, da vzorec daje lastno absorbanco, le-to odštejemo od absorbance vzorca.  
 
Za spektrofotometrično določitev Cr(VI) so v uporabi tudi kivetni testi, ki vsebujejo že 
pripravljene reagente, v stekleno ampulo dodamo le 2 mL vzorca ter pomerimo 
absorbanco, instrument pa direktno poda koncentracijo Cr(VI) v vzorcu. Meja zaznave 
tehnike je 10 ng/mL Cr(VI).  
 
3.1.3 Reagenti in raztopine 
 
Pri pripravi mikrobnih gojišč smo uporabljali gojišče LB, agar LB, in agar R2A 
proizvajalca Sigma-Aldrich. 
Pri delu smo uporabljali tudi glicerol 80 % proizvajalca Kemika (Zagreb, Hrvaška) in 
K2Cr2O7 proizvajalca Merck (Darmstadt, Nemčija). 
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Za pripravo reagentov in standardnih raztopin kroma smo uporabili ultra čisto 18.2 MΩ cm 
vodo (Milli-Q) iz sistema Direct-Q 5 Ultrapure water system (Millipore Watertown, MA, 
ZDA). Vse uporabljene kisline so bile spektralno čiste (s.p.), proizvedene v podjetju 
Merck. 
 
Raztopine delovnih standardov, ki smo jih uporabili za pripravo umeritvenih premic pri 
določitvi celotnih koncentracij kroma in Cr(VI), smo pripravili iz založnih standardnih 
raztopin Cr(III) v 2-3 % HNO3 (Cr(NO3)3, 1000 ± 2 mg Cr/L), oziroma Cr(VI) v vodi 
(K2CrO4, 1000 ± 2 mg Cr/L) (Merck).  
 
Za spektrofotometrično določitev Cr(VI) smo uporabili 1,5-difenilkarbazid, (Fluka, St. 
Gallen, Švica), aceton (Carlo Erba, Cornaredo, Italija), ortofosforjevo kislino, p.a. (85 %), 
(Kemika) in ocetno kislino p.a. (100 %), (Merck). Pri določitvi Cr(VI) s tekočinsko 
kromatografijo smo za elucijo kromovih kemijskih zvrsti iz kolone uporabili 0,7 % 
raztopino NaCl (s.p.) (Merck). 
 
Za določitev koncentracije celotnega in anorganskega ogljika v vzorcu smo uporabili  TOC 
kivetne teste proizvajalca HACH (Düsseldorf, Nemčija). 
 
Kontrolo kvalitete meritev s FAAS za določitev celotnih koncentracij kroma v vodnih  
vzorcih smo preverili z analizo referenčnega materiala SPS-WW1 (ang. Reference material 
for measurements of elements in wastewaters), za preverjanje točnosti meritev z ICP-MS 
pa smo uporabili referenčni material SPS-SW1 (ang. Reference material for measurements 
of elements in surface waters). Oba referenčna materiala smo dobavili pri proizvajalcu 
Spectrapure Standards (Oslo, Norveška). Točnost določitve Cr(VI) s spektrofotometrično 
metodo in HPLC-ICP-MS tehniko smo preverili z analizo certificiranega referenčnega 
materiala CRM 544 (zvrsti Cr(III) in Cr(VI) ter celotni krom v liofilizirani raztopini, ang. 
chromium reference material) proizvajalca Community Bureau of Reference (BCR, Geel, 
Belgija). 
 
Za barvanje izolatov po Gramu smo uporabili kristalvijolično barvilo, raztopino lugola 
acetona in alkohola (1:1) in safranin proizvajalca Sigma-Aldrich. 
 
Pri izolaciji DNK smo uporabljali lizocim (50 mg/mL), RNazo (10 mg/mL),  proizvajalca 
Sigma-Aldrich, proteinazo K (Sigma-Aldrich), raztopino C za lizo (Lysis solution C) 
(Sigma-Aldrich), raztopino za pripravo kolone (Column preparation solution) (Sigma-
Aldrich), Etanol 99,9 % (Merck) in raztopino za spiranje 1 (Wash solution 1) (Sigma-
Aldrich). Izolirano DNK smo nato uporabili pri pomnoževanju 16S rRNK gena. Tu smo 
uporabili začetna oligonukleotida; 27 F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') (10 µM) 
in 1406 R (5’ GACGGGCGGTGTGTRCA 3’) (10 µM), Tris-HCl-KCl pufer (PCR) s 
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sestavo 50 mM Tris-HCl, pH = 8,3 in 250 mM KCl (5X), MgCl2 (25 mM), 
deoksinukleotide (dNTP) (10 mM) in Taq DNK polimerazo (5 U/µL) proizvajalca 
Promega (Madison, WI, ZDA). Za preverjanje dolžine pomnoženih genov smo pripravili 
gel iz Tris-acetat-EDTA (TAE) pufra s sestavo 2 M Tris, 1 M ocetna kislina, 50 mM 
EDTA-Na sol (50 X) (Thermo Scientific) in agaroze (Sigma-Aldrich). Vzorec smo na gel 
nanesli z nanašalnim pufrom (6X DNA loading dye) (Thermo Scientific). Za vizualizacijo 
rezultatov smo gel obarvali v barvilu GelRed proizvajalca Biotium (Fremont, CA, ZDA), 
ter z 1 kb DNK lestvico (GeneRuler) proizvajalca Thermo Scientific določali velikost 
pomnožkov. 
 
PCR produkte smo očistili z uporabo vezavnega pufra B2 (Binding buffer B2) in pufra za 
spiranje W1 (Wash buffer W1) proizvajalca Invitrogen. 
 
3.1.4 Založne raztopine 
 
Različne koncentracije raztopin Cr(VI) pripravljenih iz soli K2Cr2O7 in založne raztopine 
K2Cr2O7 smo sterilizirali preko filtra s premerom por 0,45 µm. Do uporabe smo jih 
shranjevali pri sobni temperaturi.  
 
Za pripravo založne raztopine K2Cr2O7, s koncentracijo 100 g/L, smo 5 g soli raztopili v 50 
mL Milli-Q vodi. Tako pripravljena založna raztopina je vsebovala 35,35 g/L Cr(VI). 
 
V 20 mL založne raztopine 50 X TAE pufer smo dolili destilirano vodo do 1 L. Tako smo 
pripravili raztopino 1 X TAE pufer. 
 
3.2 PRIPRAVA MIKROBNIH GOJIŠČ 
 
Za izvedbo poizkusov smo uporabili različna trdna ter tekoča mikrobiološka gojišča.  
 
3.2.1 Agar LB (Luria-Bertani) 
 
V 500 mL erlenmajerico smo dodali 400 mL destilirane vode in 14 g agarja LB (3,5 % 
m/m). Erlenmajerico z agarjem smo avtoklavirali pri 121 °C, 15 min. Po avtoklaviranju 
smo gojišče ohladili v vodni kopeli na 55 °C. Gojišče smo nato sterilno razlili v petrijeve 
plošče (20 mL) in pustili, da se ohladijo. Do uporabe smo jih hranili v temi pri temperaturi 
4 °C.  
 
3.2.2 Agar LB z dodanimi različnimi koncentracijami Cr(VI)  
 
V 500 mL erlenmajerice smo dodali 400 mL destilirane vode in 14 g agarja LB (3,5 % 
m/m). Erlenmajerice z gojiščem smo avtoklavirali pri 121 °C, 15 min. Po avtoklaviranju 
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smo gojišča ohladili v vodni kopeli na 55 °C. V ohlajena gojišča smo dodali založno 
raztopino Cr(VI) v končnih koncentracijah; 35,4, 106, 177, 248, 354, 424, 495 in 600 
mg/L. Gojišča smo nato sterilno razlili v petrijeve plošče (20 mL) in pustili, da se ohladijo. 
Do uporabe smo jih hranili v temi pri temperaturi 4 °C.  
 
3.2.3 Agar R2A (Reasonerjev 2A agar) 
 
V 500 mL erlenmajerico smo dodali 400 mL destilirane vode in dodali 7,25 g agarja R2A 
(1,8 % m/m). Erlenmajerico z gojiščem smo avtoklavirali pri 121 °C, 15 min. Po 
avtoklaviranju smo gojišče ohladili v vodni kopeli na 55 °C. Gojišče smo nato sterilno 
razlili v petrijeve plošče (20 mL) in pustili, da se ohladijo. Do uporabe smo jih hranili v 
temi pri temperaturi 4 °C.  
 
3.2.4 Gojišče LB 
 
V 250 mL steklenico s pokrovom smo dodali 100 mL destilirane vode in dodali 2 g bujona 
LB (2 % m/m). Steklenico z gojiščem smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C. Do uporabe 
smo jo hranili na sobni temperaturi.  
 
3.3 MIKROORGANZIMI 
 
Pri poizkusih z mikrobno združbo smo uporabljali mikroorganizme iz vzorca odpadne 
vode, iz odlagališča odpadkov bivše usnjarne na Vrhniki. Mikroorganizme smo obogatili, 
da so bili sposobni rasti pri koncentraciji 600 mg/L Cr(VI). Izbrane izolate, ki smo jih 
osamili iz obogatenega vzorca odpadne vode iz odlagališča na Vrhniki, smo nadalje 
testirali za občutljivost na Cr(VI) in aktivno redukcijo kroma. Čiste kulture izolatov smo 
hranili v raztopini etanola, v zamrzovalniku pri temperaturi -80 °C.  
 
3.4 VZORČENJE 
 
Odpadno vodo smo vzorčili na odlagališču odpadkov bivše usnjarne na Vrhniki, kjer je do 
leta 2008 delovala Industrija usnja Vrhnika (IUV). Vzorec vode smo shranili v sterilni 50 
mL plastični merilni epruveti ter ga do uporabe hranili pri 4 °C. 
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Slika 5: Vzorčenje odpadne vode 
 
3.5 METODE 
 
3.5.1 Določitev števila mikroorganizmov v vhodnem vzorcu 
 
Za določitev števila celic v vhodnem vzorcu, smo vzorec ustrezno redčili v fiziološki 
raztopini. Nato smo na agarne plošče R2A, v treh ponovitvah, nacepili po 100 µL 
posameznih, redčenih vzorcev. Vzorce smo inkubirali pri 28 °C 24 ur. Po končani 
inkubaciji smo določili število mikroorganizmov, ki tvorijo kolonije/mL (CFU/mL). 
 
3.5.2 Določitev števila sporulirajočih mokroorganizmov v začetnem vzorcu 
 
Za določitev števila sporulirajočih celic v vhodnem vzorcu, smo 1 mL vzorca odpipetirali v 
1,5 mL mikrocentrifugirke, v treh ponovitvah in vzorce 20 min inkubirali pri 90 °C. Nato 
smo na agarne plošče LB nacepili po 100 µL vzorca iz posamezne mikorcentrifugirke, v 
treh ponovitvah ter inkubirali pri 37 °C 24 ur. Po končani inkubaciji smo določili število 
CFU/mL oziroma število sporulirajočih bakterij/mL. 
 
3.5.3 Obogatitev bakterijske združbe 
 
Baktrijsko združbo iz vhodnega vzorca smo obogatili s precepljanjem iz gojišča LB z nižjo 
v gojišče LB z višjo koncentracijo Cr(VI), brez ponovitev.  
 
Založno raztopino 35,4 g/L Cr(VI) smo pripravili z raztapljanjem K2Cr2O7 v MilliQ vodi. 
V sterilno 250 mL erlenmajerico smo odmerili 90 mL gojišča LB in mu dodali Cr(VI), da 
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je bila končna 35,4 mg/L. Nato smo v erlenmajerico dodali 10 mL vhodnega vzorca ter 
inkubirali pri 37 °C in 200 obratih/min na stresalniku. Inkubirali smo toliko časa, da se je 
barva gojišča iz rumene spremenila v rjavo-olivno zeleno barvo, gojišče pa je bilo motno. 
 
Po 24 urah smo v sterilno 250 mL erlenmajerico s 95 mL gojišča LB dodali Cr(VI), da je 
bila končna koncentracija 106 mg/L Cr(VI). K vzorcu smo nato dodali 5 mL kulture, 
predhodno obogatene s koncentracijo 35,4 mg/L Cr(VI) in inkubirali pri 37 °C in 200 
obratih/min na stresalniku 3 dni. 
 
Nato smo v sterilno 250 mL erlenmajerico s 95 mL gojišča LB ter dodano raztopino 
Cr(VI) s končno koncentracijo 177 mg/L, odpipetirali 5 mL kulture, predhodno obogatene 
s Cr(VI) s koncentracijo 106 mg/L in vzorec inkubirali pri 37 °C in 200 obratih/min na 
stresalniku 4 dni. 
 
Potem smo v sterilno 250 mL erlenmajerico s 95 mL gojišča LB ter dodano raztopino 
Cr(VI) s končno koncentracijo 248 mg/L odpipetirali 5 mL kulture, predhodno obogatene s 
Cr(VI) s koncentracijo 177 mg/L in vzorec inkubirali pri 37 °C in 200 obratih/min na 
stresalniku 4 dni. 
 
Pri naslednjem precepljanju smo v sterilno 250 mL erlenmajerico s 95 mL gojišča LB ter 
dodano raztopino Cr(VI) s končno koncentracijo 354 mg/L, odpipetirali 5 mL kulture, 
predhodno obogatene s Cr(VI) s koncentracijo 248 mg/L in vzorec inkubirali pri 37 °C in 
200 obratih/min na stresalniku 9 dni. 
 
Nato smo v sterilno 250 mL erlenmajerico s 95 mL gojišča LB ter dodano raztopino 
Cr(VI) s končno koncentracijo 424 mg/L, odpipetirali 5 mL kulture, predhodno bogatene s 
Cr(VI) s koncentracijo 354 mg/L in vzorec inkubirali pri 37 °C in 200 obratih/min na 
stresalniku 11 dni. 
 
Potem smo v sterilno 250 mL erlenmajerico s 95 mL gojišča LB ter dodano raztopino 
Cr(VI) s končno koncentracijo 495 mg/L, odpipetirali 5 mL kulture, predhodno bogatene s 
Cr(VI) s koncentracijo 424 mg/L in vzorec inkubirali pri 37 °C in 200 obratih/min na 
stresalniku 12 dni. 
 
Pri zadnjem precepljanju smo v sterilno 250 mL erlenmajerico s 95 mL gojišča LB ter 
dodano raztopino Cr(VI) s končno koncentracijo 600 mg/L, odpipetirali 5 mL kulture, 
predhodno bogatene s Cr(VI) s koncentracijo 495 mg/L in vzorec inkubirali pri 37 °C in 
200 obratih/min na stresalniku 14 dni. 
 
Pred precepljanjem kulture iz gojišča LB z nižjo, v gojišče LB z višjo koncentracijo 
Cr(VI), smo del kulture ustrezno redčili v fiziološki raztopini (0,9 % NaCl). 100 µL vzorca 
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smo nato nacepili na agarno ploščo LB z ustreznim dodatkom Cr(VI), ki je vsebovala 
enako koncentracijo kroma kot gojišče LB. Nacepljali smo v treh ponovitvah, da smo na 
ploščah dobili posamezne kolonije in inkubirali pri 37 °C.  
 
3.5.4 Priprava čistih kultur – izolati 
 
Izolate smo pridobili iz dveh tekočih gojišč, gojišče LB z dodatkom 106 mg/L Cr(VI) ter 
gojišče LB z dodatkom 177 mg/L Cr(VI). Pred precepljanjem kulture iz gojišča z nižjo, v 
gojišče z višjo koncentracijo Cr(VI) smo del kulture ustrezno redčili v fiziološki raztopini 
ter nacepili 100 µL vzorca na agarno ploščo LB z dodatkom Cr(VI) s koncentracijo 106, 
oziroma 177 mg/L.  
 
Iz gojišča LB z dodatkom 106 mg/L Cr(VI) smo ustrezno redčeno  kulturo nacepili na 
agarno ploščo LB z dodatkom 106 mg/L Cr(VI) ter pridobili izolate številka: 3001, 3002, 
3003. Ustrezno redčeno kulturo smo nacepili tudi na agarno ploščo LB z dodatkom 177 
mg/L Cr(VI) ter pridobili izolate številka: 3004, 3005, 3006, 3007. 
 
Iz gojišča LB z dodatkom 177 mg/L Cr(VI) smo ustrezno redčeno kulturo nacepili na 
agarno ploščo LB z dodatkom 177 mg/L Cr(VI) ter pridobili izolate številka: 5008, 5009 in 
50010.  
 
Izolate smo izbrali na podlagi morfoloških razlik (barva, oblika, rob kolonije). 
 
Čisto kolonijo izolata smo z ezo nacepili v epruveto s 5 mL gojišča LB ter inkubirali preko 
noči pri 37 °C in 200 obratih/min na stresalniku. Naslednji dan smo v kirovialo odpipetirali 
1,8 mL inkubirane kulture in dodali 180 µL 80 % glicerola. Kriovialo s kulturo in 
glicerolom smo nato dobro premešali na vorteks mešalniku in jo hranili v zamrzovalniku 
pri temperaturi -80 °C. 
 
3.5.5 Barvanje po Gramu  
 
Izolate smo nacepili na agarne plošče LB ter jih inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji 
dan smo pripravili razmaz na objektnem stekelcu, ga posušili ter fiksirali. Preparat smo za 
1 min prelili s kristalvijoličnim barvilom, nato odlili barvilo ter preparat sprali z vodo. 
Prelili smo ga z raztopino lugola za 1 min. Po 1 min smo raztopino lugola odlili ter 
preparat sprali z vodo. S kapalko smo nato preparat v času 15 s razbarvali z mešanico 
acetona in alkohola. Preparat smo sprali z vodo ter ga prelili s safraninom za 30 s. Po 
določenem času smo preparat sprali z vodo ter ga osušili. Osušene ter obarvane preparate 
smo opazovali pod mikroskopom za določitev oblike ter barve bakterij.  
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3.5.6 Izolacija DNK 
 
Uporabili smo izolate številka 3001, 3002, 3003, 3004, 3005, 3006, 3007, 5008, 5009, 
50010. Izolate smo nacepili na agarne plošče LB, plošče zatesnili s parafilmom in jih za 
nadaljnja precepljanja hranili pri sobni temperaturi do največ enega tedna.  
 
Po 24 urah smo v sterilne epruvete odmerili 5 mL gojišča LB, ter vanje nacepili izolate in 
jih inkubirali pri 37 °C in 200 obratih/min preko noči. Za izolacijo DNK izolatov številka 
3001, 3002, 3003, 3004, 3006, 3007 in 5008 smo v mikrocentrifugirke odpipetirali 50 µL 
predhodno inkubirane kulture pri 37 °C in mikrocentrifugirke z izolati nato inkubirali pri 
100 °C 10 min. Tako izolirano DNK smo shranili pri -20 °C. 
 
Pri izolath številka 3005, 5009 in 50010 smo DNK izolirali s postopkom za izolacijo 
kromosomske DNK. 1,5 mL preko noči inkubirane kulture pri 37 °C, smo odpipetirali v 
mikrocentrifugirko in centrifugirali 5 min pri 14000 obratih/min. Odstranili smo 
supernatant ter celicam dodali 6 µL lizocima, 2 µL RNaze in inkubirali 30 min pri 37 °C. 
Nato smo dodali 20 µL proteinazeK, 200 µl raztopine C za lizo, ter 15 s mešali na vorteks 
mešalu in 10 min inkubirali pri 55 °C. Za izolacijo kromosomske DNK smo uporabili 
Gene Elute Mini prep vezavno kolono, v katero smo dodali 500 µL raztopine za pripravo 
kolone, proizvajalca Sigma-Aldrich. Kolono smo vstavili v mikrocentrifugirko  in 
centrifugirali 1 min pri 12000 obratih/min, eluat pa zavrgli. Po 10 minutni inkubaciji smo 
lizatu dodali 200 µL hladnega 99,9 % etanola, mešali na vorteks mešalu 10 s ter celotni 
volumen odpipetirali v prej pripravljeno vezavno kolono. Nato smo 1 min centrifugirali pri 
6500 obratih/min, eluat pa zavrgli. Dodali smo 500 µL raztopine za spiranje 1 in 
centrifugirali 1 min pri 6500 obratih/min. Eluat smo zavrgli ter ponovili spiranje, le da smo 
tokrat centrifugirali 3 min pri 14000 obratih/min. Kolono smo prestavili v svežo 
mikrocentrifugirko ter v kolono dodali 100 µL segrete (55 °C) Milli-Q vode in inkubirali 
pri sobni temperaturi 5 min. Nato smo centrifugirali 1 min pri 6500 obratih/min, da smo 
eluirali DNK. Tako izolirano DNK smo shranili pri -20 °C. 
 
3.5.7 Pomnoževanje 16S rRNK gena 
 
Za pomnožitev 16S rRNK gena smo uporabili univerzalna začetna oligonukleotida; 27 F 
(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') in 1406 R (5’ GACGGGCGGTGTGTRCA 3’). 
Volumen posamezne PCR reakcije je bil 50 µL, od tega je bilo 6 µL vzorčne DNK, 26,6 
µL Milli-Q vode, 10 µL PCR pufra 1X, 4 µL 2 mM MgCl2, 1 µL 0,2 mM dNTP, 1 µL 0,2 
µM 27 F, 1 µL 0,2 µM 1406 R in 3,2 µL Taq polimeraze (1 enota na reakcijo). 
 
16S rRNK gen smo pomnoževali v 25 ciklih v PCR aparatu po sledečem postopku. Najprej 
smo aparat v 5 min segreli na temperaturo 95 °C, nato so posamezni cikli potekli v treh 
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korakoih. Prvi korak: denaturacija 30 s pri 95 °C, drugi korak: nalaganje začetnih 
oligonukleotidov 30 s pri 53 °C, zadnji korak: pomnoževanje pri 72 °C 120 s.  
 
Čistost ter velikost produktov smo preverili z gelsko elektroforezo. Za pripravo gela smo v 
30 mL 1X TAE pufra dodali 0,24 g agaroze, jo raztopili in nalili v pripravljen nosilec za 
gel. Ohlajen gel smo položili v aparaturo za gelsko elektroforezo ter dopolnili z 1X TAE 
pufrom. Na gel smo nanesli 6 µL vzorca, pripravljenega  iz 5 µL DNK zmešali in 1 µL 
nanašalnega pufra. Elektroforeza je potekala pri 0,75 V 1 uro. Po končani elektroforezi 
smo gel 15 min barvali v GelRed barvilu, nato pa 5 min v destilirani vodi. Gel smo 
pregledali pod UV lučjo ter s pomočjo standardne 1 kb DNK lestvice (GeneRuler) določili 
velikost fragmentov.  
 
3.5.8 Čiščenje produktov PCR 
 
PCR produkt smo premešali z vezavnim pufrom B2 v volumskem razmerju 1 + 4, prenesli 
na kolono s filtrom za čiščenje PCR produktov ter centrifugirali 1 min pri 10000 
obratih/min. Filtrat smo zavrgli ter na kolono dodali 650 µL pufra za spiranje (W1) in 
ponovno 1 min centrifugirali pri 10000 obratih/min. Filtrat smo zavrgli, ter preostalo 
vsebino na koloni ponovno centrifugirali 3 min pri 10000 obratih/min, da smo odstranili 
sledove pufra. Kolono smo nato prenesli v novo mikrocentrifugirko dodali 35 µL  Milli-Q 
vodo segreto na 50 °C ter inkubirali 1 min pri sobni temperaturi. Nato smo 1 min 
centrifugirali pri 14000 obratih/min ter očiščen PCR produkt (eluat) shranili pri -20 °C.  
 
3.5.9 Analiza sekvenc 
 
Sekvence smo pregledali s programom Chromas (verzija 2. 6. 6) ter, če je bilo potrebno, 
odstranili slabe dele. Obdelane sekvence smo nato shranili v obliki FASTA zapisa in s 
pomočjo orodja BlastN poiskali sorodnost z obstoječimi sevi v bazi podatkov.   
 
3.5.10 Določanje vpliva toksičnosti Cr(VI) pri izolatih 
 
Za preverjanje vpliva toksičnosti različnih koncentracij Cr(VI), smo uporabili izolate 
številka 3001, 3002, 3003, 3004, 3005, 3006, 3007, 5008, 5009, 50010. Pri poizkusu smo 
uporabili založno raztopino 100 g/L Cr(VI), ki smo jo v gojišče LB dodali v koncentraciji 
0, 100, 200, 500, 1000, 1500, 2000, 2500 in 3000 mg/L Cr(VI).  
 
Izolate shranjene pri -80 °C smo nacepili na agarne plošče LB, plošče zatesnili s 
parafilmom in jih za nadaljnja precepljanja hranili pri sobni temperaturi, do največ teden 
dni. Nato smo posamezni izolat iz agarne plošče LB nacepili v epruveto s 5 mL gojišča LB 
in ga inkubirali pri 37 °C in 200 obratih/min na stresalniku preko noči. 1 % kulture 
inkubirane preko noči smo nacepili v epruveto s 5 mL gojišča LB z dodatkom 100, 200, 
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500, 1000, 1500, 2000, 2500 in 3000 mg/L Cr(VI). Za vsako koncentracijo Cr(VI) smo 
poizkuse opravili v treh ponovitvah. Bakterijsko rast smo spremljali tako, da smo takoj po 
inokulaciji (ob času t0) ter po 24 urah (t24) iz vsake epruvete odpipetirali 300 µL vzorca v 
mikrotitrsko ploščico ter določili optično gostoto pri 650 nm (OD650). Rast bakterij v 24 
urah smo izračunali tako, da smo OD650 t0 odšteli od OD650 t24. Za določitev koncentracije 
Cr(VI) v vzorcu LB gojišč z dodatkom 100 in 200 mg/L Cr(VI), smo po 24 urah iz vsake 
epruvete odpipetirali 2 mL vzorca v epruveto (izločitvena molekulska masa 3000 Da) in 
centrifugirali 5 min pri 10000 obratih/min. Centrifugat, ki ni vseboval bakterij, smo do 
analize hranili pri -20 °C.  
 
3.5.11 Določanje vpliva toksičnosti Cr(VI) pri obogateni združbi 
 
Uporabili smo združbo mikroorganizmov obogateno s 600 mg/L Cr(VI). Inokulum smo 
pripravili tako, da smo v 50 mL centrifugirko odpipetirali 43 mL združbe in centrifugirali 
10 min pri 11000 obratih/min in 4 °C. Supernatant smo odlili in celice resuspendirali v 43 
mL fiziološke raztopine ter centrifugirali 10 min pri 11000 obratih/min in 4 °C. 
Supernatant smo ponovno odlili, celice pa resuspendirali v 43 mL sterilnega gojišča LB. 
Za določitev koncentracije Cr(VI) smo 1 mL inokuluma odpipetirali v epruveto 
(izločitvena molekulska masa 3000 Da) in 10 min centrifugirali pri 4 °C in 11000 
obratih/min. Centrifugat, ki ni vseboval bakterij, smo do analize hranili pri -80 °C.  
 
V 250 mL sterilne erlenmajerice z izlivom smo odpipetirali 120 mL gojišča LB. V gojišče 
smo dodali ustrezno množino založne raztopine (50 g/L Cr(VI)), da smo dobili 
koncentracije 0, 5, 25, 50, 100, 250 in 500 mg/L Cr(VI), dobro premešali in dodali še 3 mL 
inokuluma. Vzorce smo inkubirali pri 37 °C in 200 obratih/min od 0 do 48 ur. Poizkuse 
smo opravili v dveh ponovitvah. Enak poizkus smo opravili tudi tako, da v gojišča s Cr(VI) 
nismo dodali inokuluma. 
 
V vsakem vzorcu smo za preverjanje bakterijske rasti ob času 0, 24 ur in 48 ur določili 
OD650. Nato smo z določitvijo kolonij na agarnih ploščah LB (CFU/mL) preverili število 
celic. Poizkuse smo opravili v treh ponovitvah. Iz vsake erlenmajerice smo odvzeli še 4 
mL vzorca, za določitev celotne koncentracije kroma in Cr(VI). Vzorec smo filtrirali smo 
skozi membranski filter (0,45 µm), filtrat prenesli v epruveto (izločitvena molekulska masa 
3000 Da) in 10 min centrifugirali pri 8000 obratih/min pri 4 °C. Centrifugat, ki ni vseboval 
bakterij, smo do analize hranili pri -80 °C.  
 
3.5.12 Določitev koncentracije celotnega organskega ogljika v odpadni vodi in gojišču 
LB  
 
Vzorec smo pred analizo dobro premešali, ter določili TC (celotni ogljik, ang. total carbon) 
in TIC (celotni anorganski ogljik, ang. total inorganic carbon). TOC (celotni organski 
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ogljik, ang. total organic carbon) smo izračunali kot razliko med celotnim in anorganskim 
ogljikom. 
 
3.5.13 Določitev celotnih koncentracij kroma in Cr(VI)  
 
Določitev celotnih koncentracij kroma in Cr(VI) v odpadni vodi 
 
Vzorce odpadne vode smo pred analizo dobro pretresli (homogenizirali). V 250 mL 
steklene čaše smo prenesli tri alikvote po 150 mL in dodali 1,5 mL koncentrirane HNO3 
s.p. Vzorce smo odparevali na peščeni kopeli pri 300 °C skoraj do suhega, tako da je 
celotna površina dna čaše še pokrita z vzorcem. Preostanek smo raztopili v 0,5 mL HCl, 
vzorec filtrirali (0,45 µm papirni filter), ga kvantitativno prenesli v 15 mL merilne epruvete 
in koncentracijo kroma določili s FAAS. Za določitev koncentracije Cr(VI) v odpadni vodi 
smo vzorec prefiltrirali (0,45 µm  membranski filter) in vsebnost Cr(VI) določili z metodo 
HPLC-ICP-MS. 
 
Določitev celotnih koncentracij kroma in Cr(VI) v vzorcih brez dodatka mikrobnih združb, 
vzorcih z obogatenimi mikrobnimi združbami in vzorcih z dodanimi izolati  
 
Zamrznjene vzorce brez dodatka mikrobnih združb, vzorce z obogatenimi mikrobnimi 
združbami in vzorce z dodanimi izolati smo odtalili in počakali, da so dosegli sobno 
temperaturo. Celotne koncentracije kroma smo določili s FAAS ali ICP-MS. Pred 
meritvijo smo vzorec ustrezno redčili z Milli-Q vodo. Koncentracijo Cr(VI) smo določili s 
spektrofotometrijo ali HPLC-ICP-MS. Pred meritvijo smo vzorec ustrezno redčili z Milli-
Q vodo. 
 
3.6 POTEK DELA 
 
V vhodnem vzorcu odpadne vode iz bivše usnjarne na Vrhniki smo določili število 
mikroorganizmov (MO), število sporulirajočih mikroorganizmov, celotno koncentracijo 
kroma in Cr(VI) ter koncentracijo organskega ogljika. Mikroorganizme iz vhodnega 
vzorca smo obogatili s precepljanjem iz gojišča LB s koncentracijo 35,4 mg/L Cr(VI) v 
gojišče LB s koncentracijo 600 mg/L Cr(VI). Med precepljanjem iz nižjih v višje 
koncentracije Cr(VI) smo združbo iz tekočega gojišča LB nacepljali na petrijeve plošče. Iz 
petrijevih plošč z dodano koncentracijo 106 in 177 mg/L Cr(VI) smo izbrali deset 
morfološko različnih kolonij in jih precepili do čistih kultur, ki smo jih nato shranili v 
glicerolu pri -80 °C. Izolate smo barvali po Gramu in jih identificirali s 16S rRNA genom. 
Vpliv toksičnosti Cr(VI) na izolate smo preverili tako, da smo posamezne izolate gojili v 
gojišču LB z dodatkom različnih koncentracij od 0 do 3000 mg/L Cr(VI). Rast bakterij 
smo določili z merjenjem optične gostote celic (OD650). Sposobnost bakterijske redukcije 
Cr(VI) v Cr(III) smo preverili z določitvijo koncentracije Cr(VI) v izbranih vzorcih.  
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Vpliv toksičnosti Cr(VI) na bakterije smo preverili tako, da smo obogateni združbi 
sposobni rasti pri koncentraciji 600 mg/L Cr(VI) dodali različne koncentracije Cr(VI), od 0 
do 500 mg/L. Rast bakterij smo določili z merjenjem optične gostote celic ter s štetjem 
kolonij na petrijevih ploščah (CFU/mL). Sposobnost bakterij, da reducirajo Cr(VI), smo 
preverili z določitvijo koncentracije Cr(VI) ob dodatku v gojišče in po določenih časovnih 
presledkih (od 0 do 48 ur). Učinkovitost redukcije smo izračunali kot razmerje med 
koncentracijo Cr(VI) ob določenem času in začetno koncentracijo Cr(VI). Vpliv organske 
snovi na redukcijo Cr(VI) smo preverili na enak način, le da v gojišče LB nismo dodali 
obogatene bakterijske združbe. V gojišču LB smo določili tudi koncentracijo organskega 
ogljika. Shematski načrt poteka dela je predstavljen na Sliki 6. 
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Slika 6: Shema poteka dela 
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4 REZULTATI 
 
4.1 PREVERJANJE TOČNOSTI ANALIZNIH POSTOPKOV 
 
Meritve celotnih koncentracij kroma smo opravili s FAAS, metodo pa smo validirali z 
ICP-MS. Koncentracije Cr(VI) smo določili s spektofotometrijo. Ker pa je ta metoda 
podvržena interferancam kot so obarvanost vzorca, visoke koncentracije železa v vzorcu in 
prisotnost koloidnih delcev, smo ustreznost tehnike preverili z ICP-MS. Točnost 
uporabljenih analiznih postopkov za določitev celotnih koncentracij kroma in Cr(VI) smo 
preverili z analizo ustreznih standardnih referenčnih materialov s tehnikami FAAS in ICP-
MS, oziroma s spektrofotometrijo in HPLC-ICP-MS. Rezultate prikazuje Preglednica 1. 
 
Preglednica 1: Koncentracije celotnega kroma v referenčnem materialu SPS-WW1 določene s FAAS, v 
referenčnem  materialu SPS-SW1 določene z ICP-MS ter Cr(VI) v certificiranem referenčnem materialu 
CRM 544, določene z 1,5 difenilkarbazid spektrofotometrijo in HPLC-ICP-MS. Rezultati predstavljajo 
povprečno vrednost treh paralelnih vzorcev. 
Parameter SPS-WW1 
FAAS 
SPS-SW1 
ICP-MS 
CRM 544 
Spektrofotometrija 
CRM 544 
HPLC-ICP-MS 
c1 
(ng/mL) 
c2  
(ng/mL) 
c1  
(ng/mL) 
c2  
(ng/mL) 
c1  
(ng/mL) 
c2  
(ng/mL) 
c1  
(ng/mL) 
c2 
 (ng/mL) 
Celotni Cr 197 ± 5 200 ± 1 1.99 ± 0,03 2,00 ± 0,02 / / / / 
Cr(VI) / / / / 23,6 ± 1,0 22,8 ± 1,0 23,0 ± 0,7 22,8 ± 1,0 
c1: določena koncentracija, c2: certificirana koncentracija 
 
Rezultati predstavljeni v Preglednici 1 kažejo na dobro ujemanje med določenimi in 
certificiranimi vrednostmi, kar potrjuje točnost določitve kroma in Cr(VI) z uporabljenimi 
analiznimi tehnikami v vodnih vzorcih. 
 
Točnost analiznega postopka za določitev Cr(VI) s spektrofotometrijo smo preverili tudi v 
realnih vzorcih. V vzorcu gojišča LB, ki smo mu dodali 500 mg/L Cr(VI) smo Cr(VI) 
določili takoj, oziroma po 48 urah s spektrofotometrično metodo z 1,5 difenilkarbazidom 
(kivetni test) in s HPLC-ICP-MS. Pred meritvijo smo vzorce prefiltrirali (0,45 µm 
membranski filter in filter iz izločitveno maso 3000 Da) in jih ustrezno redčili z Milli-Q 
vodo. Koncentracije določene s spektrofotometrijo in HPLC-ICP-MS prikazuje 
Preglednica 2. 
 
Preglednica 2: Koncentracije Cr(VI) v gojišču LB z dodatkom 500 mg/L Cr(VI) določene takoj in po 48 urah 
s spektrofotometrijo in HPLC-ICP-MS. Rezultati predstavljajo povprečno vrednost treh paralelnih vzorcev. 
Vzorec Spektrofotometrija  
(mg Cr(VI)/L) 
HPLC-ICP-MS 
(mg Cr(VI)/L) 
čas = 0 ur 480 ± 15 465 ± 10 
čas = 48 ur 460 ± 15 445 ± 10 
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Rezultati prikazani v Preglednici 2 kažejo na dobro ujemanje rezultatov določitve Cr(VI) 
med obema tehnikama, v isti matrici vzorcev, zato smo spektrofotometrijo kot zanesljivo 
tehniko določitve Cr(VI), uporabili pri vseh nadaljnjih analizah.  
 
4.2 KARAKTERISTIKE VZORCA ODPADNE VODE 
 
Celotna koncentracija kroma v vzorcu odpadne vode iz odlagališča odpadkov bivše 
usnjarne na Vrhniki, ki smo jo določili s FAAS je bila 0,252 ± 0,007 mg/L, Cr(VI) 
določenega s HPLC-ICP-MS pa < 0,0005 mg/L. Koncentracijo organskega ogljika smo 
izračunali kot razliko med celotnim ogljikom in celotnim anorganskim ogljikom, ki smo ju 
določili s spektrofotometrijo. Meritve so pokazale, da je vsebnost anorganskega ogljika 
zanemarljiva in je bil v vzorcu prisoten le organski ogljik v koncentraciji 144 mg/L. 
Vzorec je bil moten in svetlo rumene barve. Število mikroorganizmov, ki smo jih določili v 
vhodnem vzorcu je bilo 1,4 x 10
3
 CFU/mL. V vzorcu ni bilo prisotnih mikrobnih spor, saj 
po 20 min izpostavitvi vzorca pri temperaturi 90 °C nismo zasledili zraslih kolonij. 
 
4.3 IZOLACIJA BAKTERIJ NA GOJIŠČU OBOGATENM S Cr(VI) 
 
Iz gojišča LB smo po postopkih, ki so opisani v poglavju 3.5.4, pridobili izolate številka: 
3001, 3002, 3003 ter 3004, 3005, 3006, 3007 in 5008, 5009, 50010.  
 
4.4 BARVANJE IZOLATOV PO GRAMU 
 
Izolate smo obarvali po Gramu. Rezultate prikazuje Preglednica 3. 
 
Preglednica 3: Rezultat barvanja po Gramu pri izolatih. 
Oznaka 
izolata 
Koncentracija Cr(VI) (mg/L) v 
obogateni kulturi v LB agarju 
G
+
 / G
-
 Oblika 
3001 106106 G
-
 bacil 
3002 106106 G
-
 bacil 
3003 106106 G
-
 bacil 
3004 106177 G
-
 bacil 
3005 106177 G
+
 stafilokok 
3006 106177 G
-
 bacil 
3007 106177 G
-
 bacil 
5008 177177 G
-
 bacil 
5009 177177 G
+
  stafilokok 
50010 177177 G
+
  stafilokok 
 
Iz Preglednice 3 je razvidno, da večina izolatov pripada G
- 
bakterijam in ima obliko bacila. 
Le trije izolati so G
+
 koki, združeni v skupke imenovane stafilokoki.  
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4.5 IDENTIFIKACIJA IZOLATOV 
 
Iz izolatov, ki smo jih precepili do čistih posameznih kolonij, smo izolirali DNK. Sledila je 
reakcija PCR pri kateri smo pomnožili 16S rRNK gen, ki smo ga uporabili za identifikacijo 
izolatov. Pomnožke smo analizirali z BlastN orodjem in jih primerjali z obstoječimi sevi v 
bazi podatkov. Rezultate analize sekvenc prikazuje Preglednica 4.  
 
Preglednica 4: Analiza sekvenc izolatov 
Oznaka izolata Sekvenca izolata 
3001 Pseudomonas aeruginosa sev Dut-lxm0725 
3002 Pseudomonas aeruginosa sev WWI_P78 
3003 Pseudomonas aeruginosa sev DR4 
3004 Pseudomonas aeruginosa sev AJI01 
3005 Staphylococcus sciuri sev SP-8 
3006 Pseudomonas aeruginosa sev WWI_P2 
3007 Pseudomonas aeruginosa sev IES-03 
5008 Pseudomonas aeruginosa sev P2 
5009 Staphylococcus sciuri sev PS25  
50010 Staphylococcus sciuri sev Cr6  
 
Rezultati analize sekvenc izolatov prikazani v Preglednici 4 so v skladu z rezultati barvanja 
po Gramu (Preglednica 3). Sedem izolatov pripada vrsti Pseudomonas aeruginosa, le trije 
so vrste Staphylococcus sciuri. 
 
4.6 VPLIV TOKSIČNOSTI Cr(VI) DODANEGA V GOJIŠČE Z IZOLATI  IN 
SPOSOBNOST IZOLATOV, DA REDUCIRAJO Cr(VI) 
 
Vpliv toksičnosti Cr(VI) na izolate številka 3001, 3002, 3003, 3004, 3005, 3006, 3007, 
5008, 5009, 50010, ki smo ga dodali v gojišče LB v koncentracijah od 0 do 3000 mg/L, 
smo preverili tako, da smo izolate z dodanim Cr(VI) inkubirali v gojišču LB 24 ur pri 37 
°C in 200 obratih/min. Izjema je bil izolat številka 5008, ki smo ga inkubirali 48 ur. Na 
trdnem gojišču LB z dodanim Cr(VI) v koncentraciji od 0 do 106 mg/L, je izolat številka 
5008 od ostalih izolatov izstopal po intenzivno zeleni obarvanosti ter hitri rasti. Zato smo 
želeli preveriti ali bo ob daljšem času inkubacije njegova rast vseeno večja od ostalih ter ali 
bo delež reduciranega kroma večji. Bakterijsko rast smo spremljali z merjenjem optične 
gostote celic. Rezultate prikazuje Slika 7. 
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Slika 7: Optična gostota celic v odvisnosti od dodane koncentracije Cr(VI) v gojišče LB z različnimi izolati 
po 24 urni inkubaciji.  
 
Kot je razvidno iz Slike 7, je rast izolatov inhibirana pri koncentracijah dodanega Cr(VI) 
višjih od 200 mg/L. Pri izolatih številka 3005, 5009 in 50010, koncentracija 100 mg/L 
Cr(VI) zavira njihovo rast, saj je optična gostota celic za več kot polovico manjša kot pri 
gojišču LB brez dodanega Cr(VI). Le izolat številka 3001 v gojišču LB s koncentracijo 100 
mg/L Cr(VI) raste nekoliko bolje, kot v gojišču brez dodanega Cr(VI). Koncentracija 200 
mg/L Cr(VI) močno inhibira rast izolatov številka 3001, 3003, 3004, 3005, 5008, 5009 in 
50010, OD650 je pod vrednostjo 0,22. Pri izolatih številka 3002, 3006 je inhibicija rasti pri 
koncentraciji 200 mg/L Cr(VI) manj izražena, OD650 vrednosti so manjše za polovico 
glede na OD650 vrednosti v gojišču brez dodanega Cr(VI). Izolat številka 3007 ima v 
gojišču z dodatkom 200 mg/L Cr(VI) najvišje vrednosti OD650. Koncentracije Cr(VI) večje 
od 500 mg/L v gojišču LB so za izolate tako toksične, da ne rastejo (vrednost OD650 je 0).  
 
Sposobnost bakterij, da reducirajo Cr(VI) smo preverili pri vzorcih, kjer smo izolatom v 
gojišče LB dodali 100 ali 200 mg/L Cr(VI) (pri višjih koncentracijah Cr(VI) je bila rast 
bakterij inhibirana). Samo gojišče LB ni vsebovalo Cr(VI), oziroma je bila koncentracija 
manjša od 0,01 mg/L. Po 24 oziroma 48 urah inkubacije smo vzorce mikrocentrifugirali 
(3000 Da), da smo odstranili bakterije, in Cr(VI) določili s spektrofotometrijo. Delež 
reduciranega kroma po 24 oziroma 48 urah smo določili kot razmerje med izmerjeno 
koncentracijo Cr(VI) in koncentracijo dodanega Cr(VI). Rezultate prikazujeta Sliki 8 in 9.  
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Slika 8: Delež reduciranega Cr(VI) in OD 650 nm po 24 urni inkubaciji (razen za izolat številka 5008, kjer je 
inkubacija potekala 48 ur) pri različnih izolatih v gojišču LB z dodatkom 100 mg/L Cr(VI). 
 
Kot je razvidno iz Slike 8 je sposobnost redukcije Cr(VI) in rast različnih izolatov pri 
koncentraciji 100 mg/L Cr(VI) različna. Izolati številka 3005, 5009 in 50010 so dosegali 
nižje vrednosti OD650 kot ostali. Kljub temu pa je delež reduciranega Cr(VI) večji (okoli 50 
%). Izstopa le izolat številka 3002, ki doseže visoko vrednost OD650 in hkrati visok delež 
reduciranega Cr(VI) (okoli 50 %). Izolati številka 3001, 3003, 3004, 3006, 3007 se med 
seboj razlikujejo tako v deležu reduciranega Cr(VI), kot tudi v gostoti celic. Kljub 48 urni 
inkubaciji, je delež reduciranega Cr(VI) pri izolatu številka 5008 nižji kot pri ostalih 
izolatih, ki so bili inkubirani 24 ur. Iz podatka o deležu reduciranega Cr(VI) ter gostote 
celic lahko sklepamo, da izolat številka 5008 raste počasneje, v gojišču je manj bakterij, 
posledično pa je učinkovitost redukcije Cr(VI) manjša.  
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Slika 9: Delež reduciranega Cr(VI) in OD 650 nm po 24 urni inkubaciji (razen za izolat številka 5008, kjer je 
inkubacija potekala 48 ur) pri različnih izolatih v gojišču LB z dodatkom 200 mg/L Cr(VI). 
 
Pri višji koncentraciji, 200 mg/L dodanega Cr(VI), je delež reduciranega Cr(VI) manjši, 
kot pri nižji koncentraciji Cr(VI) (Slika 9). Višja koncentracija Cr(VI) ima bolj toksičen 
učinek na bakterije, ki potrebujejo daljši čas inkubacije, da se prilagodijo na to 
koncentracijo. Izolati številka 3001, 3003, 3004, 3005 in 5008 so sposobni reducirati 
manjšo množino Cr(VI) (pod 10 %) in imajo tudi nizke vrednosti OD650. Izolata številka 
5009 in 50010 bolj učinkovito reducirata Cr(VI) (okoli 30 %), gostota celic pa je majhna. 
Izolat številka 3002 reducira okoli 20 % dodanega Cr(VI), bakterije pa dobro rastejo. Kljub 
48 urni inkubaciji, je delež redukcije Cr(VI) pri izolatu številka 5008 le okoli 10 %, 
vrednost OD650 je 0 kar pomeni, da je rast bakterij onemogočena. Izolati številka 3002, 
3006 in 3007 dosegajo višje vrednosti OD650, kljub visoki koncentraciji Cr(VI) v gojišču, 
delež reduciranega Cr(VI) pa je med 10 in 20 %. 
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izolati inkubirani v gojišču LB z dodatkim 100 mg/L Cr(VI): 
 
izolati inkubirani v gojišču LB z dodatkom 200 mg/L Cr(VI): 
 
 
Slika 10: Kvocient deleža reduciranega kroma in OD650 pri različnih izolatih v gojišču LB z dodatkom 100 in 
200 mg/L Cr(VI) po 24 urni inkubaciji. 
 
Iz rezultatov prikazanih na Sliki 10 lahko primerjamo učinkovitost redukcije posameznih 
izolatov. Najbolj učinkovit izolat pri manjšem številu celic, manjši vrednosti OD650, 
reducira večji delež Cr(VI). Učinkovitost redukcije je pri večini izolatov večja pri višji 
koncentraciji dodanega Cr(VI). Med najbolj učinkovite izolate pri koncentraciji 100 in 200 
mg/L Cr(VI) uvrščamo izolate številka 3005, 5009 in 50010. Na sliki 10 ni prikazanega 
izolata številka 5008, saj je bil inkubiran 48 ur. Ne vemo zagotovo ali je bila njegova rast 
po 24 urah primerljiva z ostalimi izolati, in je po nadaljnjih 24 urah prišlo do propada celic, 
ali je le počasneje rasel in ima zato po 48 urah nizke vrednosti OD650. Za primerjavo pa 
manjka tudi podatek o deležu reduciranega Cr(VI) po 24 urah.   
 
Iz rezultatov prikazanih na Slikah 8, 9 in 10 lahko zaključimo, da posamezni izolati v 
gojišču LB reducirajo različni delež Cr(VI), pri čemer je rast bakterij zaradi toksičnega 
vpliva Cr(VI) lahko ovirana. Najboljšo rast ter največji obseg redukcije okoli 50 % 
dodanega Cr(VI) s koncentracijo 100 mg/L in 20 % dodanega Cr(VI) s koncentracijo 200 
mg/L, smo zasledili pri izolatu vrste Pseudomonas aeruginosa (številka 3002). Pri obeh 
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koncentracijah, tako 100 kot 200 mg/L Cr(VI), med najbolj učinkovite reducente spadajo 
sevi Staphylococcus sciuri (izolati številka 3005, 5009 in 50010).  Pri koncentraciji 100 
mg/L Cr(VI) reducirajo okoli 50 % in do 30 % pri koncentraciji 200 mg/L Cr(VI).  
 
4.7 VPLIV TOKSIČNOSTI Cr(VI) DODANEGA V GOJIŠČE Z OBOGATENO 
MIKROBNO ZDRUŽBO IN SPOSOBNOST MIKROBNE ZDRUŽBE, DA 
REDUCIRA Cr(VI) 
 
Za preverjanje sposobnosti redukcije Cr(VI) z mikroorganizmi, smo uporabili mikrobno 
združbo obogateno s 600 mg/L Cr(VI). Koncentracija Cr(VI) v inokulumu je bila 
zanemarljiva (0,44 mg/L). Bakterijsko združbo smo nacepili v gojišča LB z dodanimi 
koncentracijami od 0 do 500 mg/L Cr(VI), kot je opisano v poglavju 3.5.11. V določenih 
časovnih intervalih, ob času 0, po 24 in 48 urah, smo v vzorcih pomerili OD650 ter tako 
ocenili bakterijsko rast in pri katerih koncentracijah Cr(VI) je rast bakterij ovirana, 
oziroma onemogočena. Rezultate prikazuje Slika 11.  
 
 
 
Slika 11: Vpliv časa inkubacije na gostoto celic v gojiščih LB z dodatkom obogatene bakterijske združbe in 
različnih koncentracij Cr(VI). 
 
Iz Slike 11 je razvidno, da na rast bakterij poleg dolžine časa inkubacije, vpliva tudi 
koncentracija Cr(VI) v gojišču. V primeru, ko Cr(VI) deluje toksično na bakterije, gostota 
celic z daljšim časom inkubacije ne narašča, oziroma se veča počasneje. Koncentracije 
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dodanega Cr(VI) do 100 mg/L ne inhibirajo rasti bakterijske združbe saj je rast oziroma 
OD650 podobna tisti v gojišču LB brez dodatka Cr(VI). Cr(VI) ima inhibitoren vpliv na rast 
združbe v gojišču LB s koncentracijo večjo od  250 mg/L. Združba z dodatkom 250 mg/L 
Cr(VI) ima po 24 urah inkubacije zelo nizke vrednosti OD650, ki se šele po 48 urah 
povečajo in približajo vrednostim neizpostavljene združbe po 24 urni inkubaciji. Pri 
združbi gojeni v gojišču LB z dodatkom 500 mg/L se tudi po 48 urah inkubacije vrednost 
OD650 ne poveča, kar kaže na toksičnost Cr(VI).  
 
Sposobnost mikrobne združbe da reducira različne koncentracije Cr(VI) prikazuje Slika 
12.  
 
 
 
Slika 12: Delež reduciranega Cr(VI) v gojiščih LB z dodatkom obogatene mikrobne združbe in različnih 
koncentracij Cr(VI) po 24, oziroma 48 urah. 
 
Iz Slike 12 je razvidno, da je obogatena mikrobna združba, dodana v gojišča LB sposobna 
v celoti reducirati Cr(VI) pri koncentracijah do 5 mg/L, in to že po 24 urah. Pri višjih 
koncentracijah, bakterije Cr(VI) bolj učinkovito reducirajo pri daljšem času (48 ur), 
učinkovitost redukcije pa z višanjem koncentracije Cr(VI) pada. Pri koncentraciji 100 
mg/L, bakterije po 48 urah reducirajo 50 % Cr(VI), neučinkovite za redukcijo pa so pri 
koncentraciji 500 mg/L Cr(VI), saj je le-ta v gojišču LB za bakterije toksična, kar je 
razvidno tudi iz zanemarljive gostote celic (Slika 10). Primerjava podatkov iz Slik 10 in 11 
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kaže tudi, da lahko mikroorganizmi, ki so sposobni rasti v gojišču z dodatkom do 100 
mg/L Cr(VI), le tega reducirajo nad 50 %. 
 
Da bi ločili, kolikšen delež Cr(VI) reducirajo bakterije in koliko organska snov prisotna v 
gojišču, smo poleg poizkusa z obogateno mikrobno združbo, opravili enak poizkus tako, da 
v gojišča s Cr(VI) nismo dodali inokuluma.  Rezultate prikazuje Slika 13.  
 
 
 
Slika 13: Delež reduciranega Cr(VI) v gojiščih LB z dodanimi različnimi koncentracijami Cr(VI) po 24, 
oziroma 48 urah. 
 
V primerjavi z bakterijami, je učinkovitost redukcije Cr(VI) z organsko snovjo 
zanemarljiva. Koncentracija organskega ogljika v gojišču LB, ki smo jo določili 
spektrofotometrično, je 897 mg/L. Po 48 urah je delež redukcije pri vseh dodanih 
koncentracijah Cr(VI) manjši od 13 %, iz česar sledi, da v gojišču z obogateno mikrobno 
združbo redukcija poteka pretežno (okoli 87 %) z mikroorganizmi. Z višanjem 
koncentracije Cr(VI) v gojišču LB se delež reduciranega kroma manjša, pri koncentracijah 
nad 50 mg/L Cr(VI) v gojišču LB organska snov Cr(VI) ne reducira.  
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 KARAKTERISTIKE VZORCA ODPADNE VODE 
 
Zaradi vedno večje rabe kromovih spojin v industrijskih postopkih, se v okolju pojavljajo 
koncentracije kroma, ki presegajo mejne vrednosti (Jobby in sod., 2018). Usnjarne 
predstavljajo enega izmed večjih porabnikov kromovih spojin, posledično pa odpadne 
vode usnjarn vsebujejo visoke koncentracije kromovega(III) sulfata (Baldiris in sod., 
2018). Kljub temu da je Industrija usnja Vrhnika decembra leta 2008 zaključila svoje 
delovanje, izcedne vode iz deponij usnjarskih odpadkov lahko še vedno vsebujejo visoke 
koncentracije Cr(III). 
 
Raziskovalno področje magistrske naloge zajema problem onesnaževanja okolja z zelo 
strupenimi spojinami Cr(VI) ter možnosti redukcije v bistveno manj strupene zvrsti Cr(III). 
V vzorcu odpadne vode iz odlagališča odpadkov bivše usnjarne na Vrhniki, ki smo ga 
uporabili za izolacijo in obogatitev mikrobne združbe, smo določili vsebnost celotnega 
kroma in Cr(VI). Vzorec je vseboval 0,252 ± 0,007 mg/L kroma, od tega je bilo < 0,0005 
mg/L Cr(VI). Podatki kažejo, da so koncentracije celotnega kroma in Cr(VI) pod mejnimi 
vrednostmi 1 mg/L, oziroma 0,1 mg/L Cr(VI), ki jih določa Uredba o emisiji snovi pri 
odvajanju odpadnih vod iz objektov in naprav za proizvodnjo usnja in krzna (Uredba …, 
1996) in ne predstavljajo nevarnosti za okolje in živa bitja. 
 
5.2 VPLIV TOKSIČNOSTI Cr(VI) DODANEGA V GOJIŠČE Z IZOLATI  IN 
SPOSOBNOST IZOLATOV, DA REDUCIRAJO Cr(VI) 
 
Veliko raziskav je pokazalo, da se iz odpadne vode, ki vsebuje kromove spojine lahko 
izolira bakterije, sposobne redukcije ter rasti pri različnih koncentracijah Cr(VI). 
Najpogosteje so omenjene odpadne vode usnjarn (Pavithra in sod., 2019; Chandhuru in 
sod., 2012; Elahi in Rehman, 2018). V magistrski nalogi smo želeli preveriti ali so 
bakterije v okolju, ki je bilo v preteklosti izpostavljeno kromu, sposobne rasti v prisotnosti 
kroma ter redukcije Cr(VI) v Cr(III). Iz vzorca odpadne vode iz odlagališča odpadkov 
bivše usnjarne na Vrhniki smo pridobili 10 morfološko različnih izolatov. Med njimi 
prevladujejo sevi vrste Pseudomonas aeruginosa. P. aeruginosa je G
–
, paličasta bakterija. 
Ravno zaradi preprostih prehranskih zahtev ter sposobnosti hitre prilagoditve na okolje, jo 
najdemo v več različnih okoljih, kot so tla, voda, rastline, insekti ter živali. Pri ljudeh je 
poznana zaradi svoje patogenosti, saj povzroča resne okužbe povezane z visoko 
obolevnostjo in smrtnostjo predvsem pri imunsko oslabelih ljudeh. Sevi Pseudomonas so 
pogosto odporni na večje število antibiotikov, kar dodatno otežuje zdravljenje. P. 
aeruginosa je sposobna metabolizirati obsežno število substratov, vključno s toksičnimi 
kemijskimi spojinami, detergenti in težkimi kovinami (Moore in sod., 2006). P. aeruginosa 
uvrščamo med bakterije, ki reducirajo Cr(VI) (Baldiris in sod., 2018; Jobby in sod., 2018; 
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Pradhan in sod., 2017; Thatoi in sod., 2014; Upadhyay in sod., 2017; Wei-hua in sod., 
2009; Zhu in sod., 2008). 
 
Izolirali smo tudi tri seve vrste Staphylococcus sciuri. S. sciuri je G
+
 bakterija kokoidne 
oblike, ki se združuje v skupke. Najdemo jo na živalski dlaki, v tleh, pesku na plaži ter v 
vodnih okoljih. Redko je bila izolirana iz ljudi. Predstavlja pomemben rezervoar genetskih 
rezistenc na meticilin (Hedin in Widerström, 1998). Elahi in Rehman (2018) ter Shahid in 
sod. (2017) potrjujejo sposobnost bakterije S. sciuri, da reducira Cr(VI). 
 
Pri zgoraj omenjenih izolatih smo preverili ali so sposobni rasti pri različnih koncentracijah 
Cr(VI) od 0 do 3000 mg/L, ter ali so Cr(VI) sposobni reducirati v 24 oziroma v 48 urah 
(izolat 5008). Kot je razvidno iz Slike 7, so sevi S. sciuri bolj občutljivi na koncentracijo 
Cr(VI). Koncentracija 100 mg/L Cr(VI) zavira njihovo rast saj je optična gostota celic za 
več kot polovico manjša kot pri gojišču LB brez dodanega Cr(VI). Vsi sevi P. aeruginosa, 
bolje rastejo od sevov S. sciuri, dosegajo vrednosti OD650 višje od 1,39 (Slika 8). Sev P. 
aeruginosa (izolat številka 3001) pri koncentraciji 100 mg/L Cr(VI) raste nekoliko bolje, 
kot v gojišču brez dodanega Cr(VI). Koncentracija 200 mg/L Cr(VI) v gojišču je za rast 
večine izolatov neugodna, le trije izmed sevov P. aeruginosa (izolati številka 3002, 3006 
in 3007) dosegajo vrednosti OD650 višje od 0,6. Koncentracije Cr(VI) večje od 500 mg/L 
so za izolate tako toksične, da je rast popolnoma inhibirana. 
 
Iz podatkov (Slika 7) lahko opazimo, da ob prisotnosti Cr(VI) s koncentracijo 100 mg/L, 
sevi S. sciuri rastejo počasneje od sevov P. aeruginosa. Kljub temu, da je rast bakterij 
omejena, pa je delež reduciranega kroma večji, kot pri sevih P. aeruginosa (Slika 8). 
Koncentracija 200 mg/L Cr(VI) v gojišču je za rast večine izolatov neugodna, izjema so 
trije izmed sevov P. aeruginosa, ki poleg tega, da dobro rastejo, reducirajo tudi med 10 in 
20 % Cr(VI). Dva seva S. sciuri (izolata številka 5009 in 50010) kljub slabi rasti pri 
koncentraciji 200 mg/L Cr(VI), reducirata več kot 30 % kroma (Slika 9). Rast bakterij ter 
sposobnost redukcije se med izolati razlikujeta. Pri koncentracijah tako 100 kot 200 mg/L 
Cr(VI), med najbolj učinkovite reducente spadajo sevi Staphylococcus sciuri (izolati 
številka 3005, 5009 in 50010).  Pri koncentraciji 100 mg/L Cr(VI) reducirajo okoli 50 % in 
do 30 % pri koncentraciji 200 mg/L Cr(VI), ob tem pa najslabše rastejo. Pri koncentraciji 
100 reducirajo okoli 50 % Cr(VI), pri koncentraciji 200 mg/L Cr(VI) pa do 30 %. Iz 
rezultatov prikazanih na slikah 7, 8 in 9 lahko trdimo, da so koncentracije višje od 200 
mg/L Cr(VI) toksične za rast, posledično je 24 ur prekratek čas inkubacije sevov, da bi se ti 
lahko prilagodili na tako visoke koncentracije. 
 
Poleg zgoraj omenjenih izolatov, pa so Cr(VI) sposobne reducirati tudi druge bakterije. 
Ran in sod. (2016) so iz vmesne cone plimovanja, ob morski obali, izolirali bakterijo 
Sporosarcina saromensis, ter preverili sposobnost bakterije za redukcijo Cr(VI). Izolat so 
gojili v gojišču LB z dodanimi koncentracijami 50, 100, 200 in 500 mg/L Cr(VI), 24 ur. 
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Rezultati so pokazali, da je S. saromensis v 24 urah sposobna popolnoma reducirati 100 
mg/L Cr(VI). V primerjavi z našo raziskavo je to enkrat bolje od seva S. sciuri, ki pri istih 
pogojih reducira 50 % Cr(VI). Tako kot tudi v našem primeru, Ran in sod. (2016), 
bakterijske rasti niso zaznali ob dodatku 500 mg/L Cr(VI). V raziskavi so Baldiris in sod. 
(2018) pri Stenotrophomonas maltophilia, preverili sposobnost redukcije Cr(VI). Bakterijo 
so izolirali iz odpadne vode industrije, kjer kromirajo avtomobilske dele. Gojili so jo v 
gojišču LB z dodanimi koncentracijami od 10 do 500 mg/L Cr(VI), do 5 dni. Redukcija 
kroma ob dodatku 100 mg/L Cr(VI) in 24 urni inkubaciji je 50 %. S. maltophilia reducira 
Cr(VI) tudi ob dodatku 500 mg/L, redukcija je po 24 urah 20 %. V primerjavi z izoliranimi 
sevi v naši raziskavi, je S. maltophilia sposoben opravljati redukcijo pri višjih 
koncentracijah Cr(VI). Zahoor in Rehman (2009) sta dokazala da bakteriji Bacillus sp. in 
Staphylococcus capitis reducirata Cr(VI). Bakteriji sta izolirala iz odpadne vode 
onesnažene s kromom, ter gojila v gojišču LB z dodatkom 100 mg/L Cr(VI), 24 ur. 
Bacillus sp. je po 24 urni inkubaciji reduciral 40 % kroma, S. capitis pa 29 %.  
 
5.3 VPLIV TOKSIČNOSTI Cr(VI) DODANEGA V GOJIŠČE Z OBOGATENO 
MIKROBNO ZDRUŽBO IN SPOSOBNOST MIKROBNE ZDRUŽBE, DA 
REDUCIRA Cr(VI) 
 
Za preverjanje hipoteze, da bo redukcija Cr(VI) z živimi mikroorganizmi v vzorcu bolj 
učinkovita od redukcije z organsko snovjo v sterilnem vzorcu, smo uporabili obogateno 
mikrobno združbo. Gojili smo jo v gojišču LB z dodanimi koncentracijami od 0 do 500 
mg/L Cr(VI), do 48 ur.  
 
Iz rezultatov (Slika 10) je razvidno, da se z daljšanjem časa inkubacije veča število celic, 
vendar na rast vpliva tudi koncentracija dodanega Cr(VI). V splošnem velja, da se z 
večanjem koncentracije Cr(VI) v gojišču LB manjša bakterijska rast. Predhodno objavljeni 
rezultati kažejo, da se z višanjem dodane koncentracije Cr(VI) zmanjšuje diverziteta 
združbe (Bader in sod., 1999; Schmieman in sod., 1997). Koncentracije dodanega Cr(VI) 
do 100 mg/L na združbo ne delujejo toksično, saj so vrednosti OD650 podobne vrednostim 
OD650 združbe gojene v gojišču LB brez dodatka Cr(VI). Združba z dodatkom 250 mg/L 
Cr(VI) ima po 24 urah inkubacije zelo nizke vrednosti OD650, ki se šele po 48 urah 
povečajo in približajo vrednostim neizpostavljene združbe po 24 urni inkubaciji. Pri 
združbi gojeni v gojišču LB z dodatkom 500 mg/L Cr(VI) se tudi po 48 urah inkubacije 
zaradi toksičnih učinkov Cr(VI), vrednost OD650 ne poveča. 
 
Redukcija kroma je odvisna od dodane koncentracije Cr(VI) v gojišču LB. Pri nižjih 
vrednostih (5 in 25 mg/L Cr(VI)) mikrobna združba po 48 urah skoraj v celoti reducira 
krom. Pri višjih koncentracijah se učinkovitost redukcije manjša. Pri koncentraciji nad 100 
mg/L se po 24 urah reducira manj kot 20 % kroma. Koncentracija 500 mg/L je za rast 
bakterij toksična, bakterije ne rastejo posledično pa je tudi delež reduciranega kroma 0 %. 
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V primerjavi z bakterijami, je učinkovitost redukcije Cr(VI) z organsko snovjo 
zanemarljiva. Po 48 urah je delež redukcije pri vseh dodanih koncentracijah Cr(VI) manjši 
od 13 %, iz česar sledi, da v gojišču z obogateno mikrobno združbo redukcija poteka 
pretežno (okoli 87 %) z mikroorganizmi. Z višanjem koncentracije Cr(VI) v gojišču LB se 
delež reduciranega kroma manjša, pri koncentracijah nad 50 mg/L Cr(VI) v gojišču LB 
organska snov Cr(VI) ne reducira. Raziskave v magistrskem delu so potrdile hipotezo, da 
je redukcija s pomočjo mikroorganizmov, bolj učinkovita kot z organsko snovjo. 
Obogatene mikrobne združbe so sposobne v 48 urah učinkovito (več kot 60 %) reducirati 
visoke koncentracije Cr(VI) (do 50 mg/L). 
 
Učinkovitosti redukcije kroma z mikrobno združbo in posameznim izolatom je različna. 
Posamezni izolati so pri koncentraciji 100 mg/L Cr(VI) sposobni do 50 % redukcije, 
mikrobna združba pa le 20 %. Visokih koncentracij Cr(VI), kot so koncentracije nad 100 
mg/L, v okolju ne pričakujemo, lahko pa se pojavijo le kot posledica ekoloških nesreč ali 
nepredvidenih izlitij. V takšnem primeru imajo obogatene mikrobne združbe potencial za 
rabo pri remediaciji. Kljub temu, da so posamezni izolati lahko uspešnejši pri redukciji 
kroma, pa se mikrobna združba kot skupnost raznolikih mikroorganizmov lažje prilagaja 
na stresne pogoje v okolju, predstavlja namreč združbo različnih bakterijskih sevov in vrst, 
s tem pa ima na razpolago širši nabor mehanizmov odpornosti na Cr(VI).  
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6 SKLEPI 
 
 Iztok odpadne vode iz odlagališča odpadkov bivše usnjarne na Vrhniki ne presega 
mejnih vrednosti, ki jih za celotni krom in Cr(VI) določa Uredba o emisiji snovi pri 
odvajanju odpadnih vod iz objektov in naprav za proizvodnjo usnja in krzna 
(Uredba…, 1996). 
 
 Iz odpadne vode smo izolirali seve Pseudomonas aeruginosa in Staphylococcus 
sciuri, ki so sposobni rasti pri povišanih koncentracijah Cr(VI) in Cr(VI) reducirati. 
 
 Mikroorganizme smo obogatili, obogatena mikrobna združba je bila sposobna rasti 
pri zelo visoki koncentraciji 600 mg/L Cr(VI). 
 
 Obogatena mikrobna združba je skoraj v celoti, v 48 urah, reducirala 5 in 25 mg/L 
Cr(VI). 
 
 Redukcija Cr(VI) z organsko snovjo je zanemarljiva. 
 
 Redukcija s pomočjo mikroorganizmov je najmanj 8 krat bolj učinkovita kot z 
organsko snovjo.  
 
 Obogatene mikrobne združbe imajo potencial za remediacijo močno onesnaženih 
odpadnih vod s Cr(VI), če koncentracija Cr(VI) ne presega 100 mg/L. 
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7 POVZETEK 
 
Krom je kovina, ki se uporablja v kovinsko predelovalni industriji, steklarstvu, usnjarstvu, 
itd. Zaradi njegove množične uporabe je v okolju pogosto prisoten kot onesnažilo (Ščančar 
in Milačič, 2011). Najbolj stabilni obliki kroma v okolju sta trivalentni (Cr(III)) in 
šestvalentni krom (Cr(VI)). Spojine Cr(VI) so za žive organizme zelo strupene (za ljudi so 
karcinogene in mutagene ter povzročajo kontaktne dermatitise). Spojine Cr(III) so bistveno 
manj strupene in pri ljudeh v nizkih koncentracijah sodelujejo pri presnovi sladkorjev in 
maščob (Langård in Costa, 2007). S Cr(VI) onesnaženo okolje očistimo tako, da Cr(VI) 
reduciramo z različnimi kemijskimi (Fe(II), sulfidi) ali naravnimi (organska snov in 
mikroorganizmi) reducenti (Jobby in sod., 2018). 
 
V magistrski nalogi smo preverili hipotezo, da v kontaminirani odpadni vodi iz odlagališča 
usnjarskih odpadkov živi organizmi bolj učinkovito reducirajo Cr(VI), kot je učinkovita 
redukcija z organsko snovjo. V ta namen smo primerjali učinkovitost redukcije Cr(VI) z 
živimi mikroorganizmi ter organsko snovjo v sterilnem vzorcu. Uporabili smo 
mikroorganizme, ki smo jih izolirali iz odpadne vode in jih obogatili na gojiščih, da so bili 
sposobni rasti do koncentracije 600 mg/L Cr(VI) in preučili časovno odvisnost redukcije z 
mikroorganizmi pri različnih koncentracijah Cr(VI). Cr(VI) v vzorcih smo določili s 
spektrofotometrijo in tekočinsko kromatografijo v povezavi z masno spektrometrijo z 
induktivno sklopljeno plazmo (HPLC-ICP-MS). 
 
Rezultati so pokazali, da je bila redukcija Cr(VI) z mikroorganizmi najmanj 8 krat bolj 
učinkovita od redukcije z organsko snovjo. Bakterijske združbe obogatene v gojiščih s 600 
mg/L Cr(VI) lahko v odpadni vodi v 48 urah reducirajo več kot 50 % Cr(VI) s 
koncentracijo do 100 mg/L. Tako visoke koncentracije Cr(VI) se v okolju lahko pojavijo le 
ob ekoloških nesrečah ali izlitjih. Raziskave v magistrski nalogi so pokazale, da so 
obogatene mikrobne združbe primerne za čiščenje močno onesnaženih odpadnih vod s 
Cr(VI). 
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